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L ’implication de la dualité fonctionnelle de la protéine p66Shc en aval des récepteurs 
tyrosine kinase dans la progression du cancer.
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Le gène ShcA code pour trois isoformes de protéines adaptatrices (p46, p52 et p6 6 Shc), 
possédant entre eux une forte homologie structurelle. Les études antérieures ont attribué un 
rôle essentiel à l ’isoforme p52Shc dans l’activation de la voie mitogénique des MAPK, 
ainsi que dans la transformation cellulaire en aval des récepteurs de type tyrosine kinase 
(RTK). L ’activation des MAPK fait intervenir une liaison directe de p52Shc aux RTK 
suivant leur activation, ce qui permet la phosphorylation sur tyrosines de Shc et ainsi, le 
recrutement de la protéine adaptatrice Grb2. Pendant longtemps, ces fonctions ont été 
attribuées aux trois isoformes des protéines Shc. Cependant, il est maintenant évident que 
l’isôforme p6 6 Shc joue des rôles distincts de p52Shc. En effet, l ’expression de p6 6 Shc 
n’induit pas la transformation cellulaire et inhibe l ’activité des MAPK en aval des RTK. 
D ’ailleurs, p6 6 Shc induit l ’apoptose en réponse aux stress oxydatifs, par le biais de la 
phosphorylation d ’une sérine située dans son domaine unique en N-terminal. Bien que ces 
caractéristiques proposent un pouvoir anti-tumorigénique à p6 6 Shc, son rôle dans la 
progression du cancer demeure controversé.
Mes travaux de recherche démontrent que p6 6 Shc est constitutivement associé au récepteur 
dü facteur de croissance des hépatocytes, le RTK Met, et diminue fortement l’interaction 
entre le récepteur Met actif et Grb2. Nos études in cellulo et in vivo dans un modèle de 
cellules épithéliales intestinales transformées par Tpr-Met (Tpr-Met-IEC-6 ), une forme 
oncogénique du récepteur Met, révèlent que l’expression de p6 6 Shc induit l ’apoptose à 
l ’atteinte de la confluence et diminue la croissance tumorale, dépendamment de sa 
phosphorylation sur sérine. En revanche, p6 6 Shc augmente la capacité de ces cellules à 
survivre sans ancrage à la matrice extracellulaire et favorise la formation de métastases.
En conclusion, nous démontrons qu’une protéine Shc s’associe à un RTK indépendamment 
de son activation. Il s ’agit de la première évidence que les modes d ’interaction de p6 6 Shc 
avec les RTK diffèrent de ceux caractérisés pour p52Shc. De plus, nos études permettent 
d ’illustrer la dualité fonctionnelle de p6 6 Shc, où son expression diminue la capacité 
tumorigénique des cellules en adhésion, mais augmente leur potentiel métastatique 
lorsqu’elles sont en suspension, dénotant le rôle controversé de p6 6 Shc dans le cancer. 
Cette nouvelle compréhension des rôles distincts associés à p 6 6 Shc selon le contexte de la 
cellule cancéreuse permet de cibler différentes étapes du développement du cancer.
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1INTRODUCTION
La transformation d’une cellule humaine normale en une cellule cancéreuse et métastatique 
est dirigée par des fonctions biologiques bien définies telles qu’une prolifération cellulaire 
anarchique, une résistance à l’induction de signaux apoptotiques, une capacité accrue de 
migration et d ’invasion, ainsi qu’une induction de l’angiogenèse. En plus, la progression 
tumorale est hautement influencée par le microenvironnement dans lequel la cellule se situe 
(Hanahan et Weinberg, 2011). Les récepteurs tyrosine kinase (RTK) sont les principaux 
médiateurs de ces processus cancéreux ainsi que de la communication entre 
l’environnement extracellulaire et les réponses intracellulaires. Les RTK sont des 
molécules transmembranaires formées d’un domaine extracellulaire de liaison au ligand, 
d’un domaine transmembranaire, ainsi que d’un domaine cytoplasmique contenant une 
région catalytique (domaine kinase) et des résidus tyrosines. La liaison du ligand induit la 
dimérisation des RTK. Ce rapprochement mène à l’autophosphorylation en trans des 
résidus tyrosines situés dans le domaine catalytique, ce qui permet l’activation de ce 
domaine kinasique. La phosphorylation subséquente des résidus tyrosines de la queue C- 
terminale permet le recrutement de protéines de signalisation intracellulaires. Comme 
l’activation des RTK est impliquée dans plusieurs processus biologiques normaux, une fine 
régulation des voies de signalisation engendrées est de mise. En fait, des 58 RTK identifiés 
à ce jours, la dérégulation d’une trentaine d’entres eux a été identifiée .dans différents 
cancer chez l’humain (Blume-Jensen et Hunter, 2001; Lemmon et Schlessinger, 2010). 
Illustrant bien l’implication de la dérégulation des RTK dans la progression tumorale, le 
niveau d’expression de certains d ’entre eux, ainsi que .de leur ligand, représente un 
marqueur de pronostic, comme c’est le cas pour le récepteur Met et son ligand le facteur de 
croissance des hépatocytes (HGF), dans le cancer colorectal (CCR) (Kammula et al., 2007). 
La compréhension des voies de signalisation menant aux processus impliqués dans la 
progression tumorale et métastatique est importante afin d’élaborer de nouvelles thérapies 
ciblant le cancer à différents stades. Le présent mémoire porte sur l’implication d ’une 
protéine de signalisation, la protéine adaptatrice p6 6 Shc, dans la progression tumorale 
induite par le récepteur Met.
21. Les protéines adaptatrices
Différentes protéines de signalisation sont recrutées suite à l’activation des RTK et c’est la 
nature de ces protéines qui détermine les voies de signalisation et les processus biologiques 
induits. Les protéines adaptatrices sont des protéines ne possédant pas d ’activité 
enzymatique intrinsèque mais qui contribuent quand même à l’activation des voies de 
signalisations intracellulaires en favorisant les interactions protéine-protéine et donc la 
formation de réseaux de signalisation. Certaines protéines adaptatrices peuvent également 
être caractérisées comme des protéines d ’échafaudage, comme la protéine G abl. Ce sont 
des protéines de plus haut poids moléculaire qui peuvent lier plusieurs autres protéines de 
signalisation, permettant la formation de complexes protéiques et menant ainsi à 
l’amplification des signaux intracellulaires. Ces protéines possèdent également des 
domaines particuliers qui permettent l’interaction avec les phospholipides des membranes 
cellulaires, menant ainsi à la localisation des complexes protéiques à des endroits précis à 
l’intérieur de la cellule (Maroun et al., 1999).
1.1. Les domaines protéiques
Les protéines adaptatrices sont constituées de domaines protéiques conservés. Les 
caractéristiques primaires d ’un domaine sont déterminées par une homologie de séquence, 
une similarité structurelle et une spécificité de liaison à différentes séquences d ’acides 
aminés [résumé dans (Pawson, 1995)]; Il existe une quantité impressionnante de domaines 
d ’interactions protéiques. Les principaux domaines impliqués dans les voies de 
signalisation en aval des RTK, ainsi que ceux présents dans les protéines d ’intérêts pour ce 
projet, sont présentés dans cette section.
Les propriétés de liaison du domaine PH (Pleckstrin Homologÿ) sont encore peu 
caractérisées. Tout d’abord, la grande variabilité dans les séquences des différents 
domaines PH ne permet pas l’établissement de caractéristiques communes. En général, les 
protéines contenant un domaine PH sont impliquées dans la signalisation où le recrutement 
aux membranes cellulaires est nécessaire [résumé dans (Lemmon, 2008)]. Il a été démontré 
que les phospholipides, notamment le phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PIP3), le 
phosphatidylinositôl-3,4-diphosphate (PIP2) et le inositol triphosphate (IP3), peuvent se lier
3à une boucle chargée positivement, située dans le domaine PH. L’arrangement 
tridimensionnel du domaine PH (boucles, hélices a, tours P, etc.) détermine la nature du 
ligand.
Le domaine SH2 (Src-homolgy-2) est impliqué dans la liaison aux résidus tyrosines 
phosphorylés (pTyr). Il est composé d’une poche hydrophobique conservée, qui permet la 
liaison à un pTyr. C’est dans cette poche que se retrouve le seul résidu conservé dans tous 
les domaines SH2, soit une arginine qui permet la formation de ponts hydrogènes avec le 
pTyr. La spécificité d ’interaction des domaines SH2 est médiée par au moins trois résidus 
situés en C-terminal du pTyr. La région en contact avec ces résidus diffère dans la plupart 
des domaines SH2 des protéines de signalisation, ce qui amène une spécificité dans les 
interactions entre les protéines (Songyang et al., 1994).
Le domaine PTB (p-Tyr binding), comme son nom l’indique, permet également la liaison 
aux pTyr. Cependant, la spécificité de liaison est médiée par les résidus situés en N- 
terminal de pTyr, notamment par la séquence consensus N-P-x-pY (code à une lettre des 
acides aminés; x représente n’importe quel acide aminé; pY est le résidu tyrosine 
phosphorylé, N est une asparagine et P est une proline). Les domaines PTB sont 
généralement plus longs, comparativement aux domaines SH2 et nécessitent aussi la 
présence d’une arginine dans leur poche hydrophobe pour permettre l’interaction avec le 
phosphate (van der Geer et Pawson, 1995). Il a également été démontré que le domaine 
PTB permet la liaison aux phospholipides (Ravichandran et al., 1997). Cette liaison est 
permise par des interactions entre les acides aminés chargés positivement du domaine PTB 
et les groupements oxygène des phospholipides. En fait, l’organisation tridimensionnelle 
(le repliement) des domaines PTB s’apparente fortement à celle des domaines PH, 
permettant ces interactions. De plus, certaines études ont démontré que la liaison des 
domaines PTB peut être indépendante des pTyr [(Charest et a l, 1996) et résumé dans 
(Margolis et al., 1999; Yan et al., 2002)]. Les interactions pTyr-indépendantes requièrent 
généralement la séquence consensus N-P-x-Y du ligand mais ne nécessitent pas l’arginine 
du domaine PTB. Ces variabilités expliquent la grande diversité des ligands possibles pour 
les domaines PTB.
4Le domaine SH3 (Src-homology-3) lie des séquences riches en prolines d’environ 10 
acides aminés, qui sont composées d’une séquence consensus x-P-x-x-P, où les deux 
prolines sont essentielles pour une liaison de haute affinité. Les séquences des protéines 
pouvant se lier aux domaines SH3 sont quelquefois symétriques, ce qui permet une liaison 
dans différentes orientations. Cette caractéristique augmente le nombre de possibilités de 
liaisons aux domaines SH3 et contrôle l’orientation spatiale des ligands, menant à 
l’activation de voies de signalisation distinctes (Pawson, 1995).
Les domaines CH (Collagen Homology) sont composés de régions riches en résidus 
prolines et glycines (Pelicci et al., 1992). Ils ont tout d’abord été identifiés sur les protéines 
Shc comme étant des domaines homologues avec le collagène de type a l  chez l’humain. 
Ces domaines possèdent également différents résidus, notamment des sérines et tyrosines, 
pouvant être phosphorylés et mener au recrutement de protéines de signalisation comme la 
protéine adaptatrice Grb2.
1.2. La protéine adaptatrice Grb2
La découverte de la protéine adaptatrice Grb2 (Growth-factor Receptor Binding protein) en 
1992, a permis une première compréhension du rôle joué par cette classe de protéines dans 
les voies de signalisations intracellulaires. L’homologue de la protéine Sem-5 [identifiée 
chez Caenorhabditis elegans (Clark et al., 1992)] a tout d ’abord été cloné lors de 
recherches visant à identifier les partenaires d’interaction avec le récepteur du facteur de 
croissance épidermique (EGFR) ainsi que des protéines contenant des domaines SH2 
(Lowenstein et al., 1992; Matuoka et al., 1992). La protéine adaptatrice Grb2 a un poids 
moléculaire de 25 kDa et est constituée d’un domaine SH2 bordé par deux domaines SH3 
(Figure 1).
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Figure 1. Structure de la protéine adaptatrice Grb2
Les différents domaines protéiques, impliqués dans la liaison des protéines abordées dans 
ce mémoire, sont représentés. L’interaction entre SOS et Grb2 et entre Gabl et Grb2 est 
constitutive et requiert la présence de régions riches en prolines. L’interaction entre les 
RTK et le domaine SH2 est dépendante de la phosphorylation sur tyrosines des RTK. La 
protéine Grb2 a un poids moléculaire de 25 kDa.
1.2.1. La protéine Grb2 dans la transduction de signaux en aval des RTK
La protéine Grb2 a tout d’abord été caractérisée comme une protéine se liant au récepteur 
EGFR actif (Lowenstein et a i, 1992). Les études subséquentes effectuées par le même 
groupe de recherche ont permis d’affirmer que Grb2 se lie aux différents RTK (les 
récepteurs EGFR et PDGFR [Platelet-derived growth factor receptor]) via son domaine 
SH2, et cette liaison est dépendante de la phosphorylation sur tyrosines des récepteurs, 
donc de leur activation via la liaison de leur ligand respectif. Dans le contexte de Grb2, le 
domaine SH2 reconnaît spécifiquement la séquence pY-x-N-x [(Songyang et al., 1994) et 
résumé dans (Chardin et a i, 1995)]. 11 est à noter que Grb2 peut se lier directement aux 
RTK via son domaine SH2 ou bien indirectement, via d’autres protéines adaptatrices 
comme Shc (Egan et a i, 1993). Antérieurement, il était admis que contrairement à d’autres 
protéines de signalisation en aval des RTK (Shc par exemple), Grb2 n’était pas 
phosphorylé sur ses résidus tyrosines. Par contre, une récente étude démontre une 
phosphorylation sur tyrosines de Grb2 suite à la stimulation du récepteur de la prolactine 
(PRLR) via la protéine kinase Jak2 (Haines et a i,  2009). Cette phosphorylation inhibe 
l’activation de la voie MAPK et donc la prolifération cellulaire.
6C’est dans le modèle C. elegans que Grb2 a tout d’abord été impliqué dans l’activation de 
la voie de signalisation dirigée par Ras (Clark et a i,  1992). L’activation de la voie 
mitogénique via Grb2, dénotée par une synthèse d’ADN accrue lors de la surexpression de 
Grb2 et Ras chez des fibroblastes embryonnaires de rats, a par la suite été démontrée chez 
les cellules de mammifères (Lowenstein et a i, 1992). Les études d ’interaction protéiques 
effectuées chez les cellules HEK293 (Human Embryonnic Kidney 293) ont permis de 
déterminer que Grb2 est constitutivement associée à SOS, un facteur d’échange 
nucléotidique pour la protéine Ras (Ras GEF, Guanine nucleotide Exchange Factor) (Egan 
et al., 1993). Il catalyse l’échange du GDP en GTP sur la protéine Ras (membre de la 
famille des petites protéines G ayant une activité GTPase). L’association constitutive entre 
ces deux protéines est médiée par le domaine SH3 situé en N-terminal de Grb2, qui 
reconnaît une région riche en prolines dans le domaine C-terminal de SOS (Figure 1) 
(Egan et a i,  1993; Rozakis-Adcock et al., 1993). L’activation des RTK suite à la liaison de 
leur ligand permet le recrutement du complexe Grb2/SOS au récepteur (Li et a i,  1993). La 
liaison de ce complexe permet le rapprochement de SOS à Ras, qui est ancrée à la 
membrane. L’activation de Ras mène par la suite à une cascade de phosphorylation par 
différentes sérines/thréonines kinases (Figure 2). Il s’agit de la voie mitogénique des 
MAPK (Mitogene-Activated Protein Kinase), qui induit plusieurs processus biologiques 
tels que la prolifération et la migration cellulaire (Reuther et Der, 2000; Robinson et Cobb, 
1997).
Des expériences de recherche de protéines partenaires à Grb2, dans le contexte des 
récepteurs de l’insuline et de l’EGF en 1996, ont permis le clonage de la protéine Gabl 
(Grb2 Associated Binder-1) (Holgado-Madruga et a i,  1996). Elle avait précédemment été 
identifiée comme étant une protéine d’environ 110 kDa, hautement phosphorylée sur 
tyrosines en aval d’une forme oncogénique du récepteur Met (RTK décrit dans la section 3) 
(Fixman et a i, 1995). C’est en 1997 qu’il a été démontré que les protéines de 110 kDa et 
Gabl étaient en fait une même protéine d’un poids moléculaire d’environ 115 kDa (Fixman 
et a i, 1997; Nguyen et a i, 1997). Gabl appartient à une famille de protéines 
d’échafaudage, la famille des protéines Gab. Les protéines G abl, Gab2 et Gab3
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Figure 2. Activation de la voie Ras/MAPK via la protéine adaptatrice G rb2, en aval 
des RTK
La protéine Ras est ancrée à la membrane plasmique par une ancre palmitate. L’échange du 
GDP en GTP sur Ras, via la Ras-GEF SOS, induit l’activation d ’une cascade de 
sérine/thréonine kinases, les MAPK, ce qui induit principalement la prolifération cellulaire.
(chez les mammifères), ainsi que SOC-1 (C. elegans) et DOS (Drosophila) composent cette 
famille [résumé dans (Gu et Neel, 2003)]. Elles partagent entre elles seulement de 40 % à 
50%  d’homologie, mais possèdent toutes une structure similaire qui consiste en un 
domaine PH situé en N-terminal (qui permet la liaison aux phospholipides membranaires), 
quelques régions riches en prolines, ainsi que plusieurs résidus tyrosines ou 
sérines/thréonines pouvant être phosphorylés (Figure 3). De façon générale, les protéines 
de la famille Gab se lient indirectement aux RTK, via la protéine adaptatrice Grb2.
L’association entre Grb2 et Gabl est indépendante de l’activation des RTK, donc 
constitutive, ce qui est généralement caractéristique des domaines SH3 (Holgado-Madruga
8et a i, 1996). Contrairement à SOS, Gabl s ’associe au domaine SH3 situé en C-terminal de 
Grb2 (Figure 1) (Fixman et a i, 1997; Lewitzky et a i,  2001; Nguyen et a i ,  1997). En fait, 
Gabl possède quatre régions permettant potentiellement la liaison aux domaines SH3. Par 
contre, seulement deux de ces régions peuvent lier Grb2 (McDonald et a i ,  2010b). Des 
études de délétions de différentes régions riches en prolines sur Gabl ont démontré que 
l’interaction avec Grb2 est médiée par deux motifs distincts (Lock et a i ,  2000). Le premier 
respecte le motif consensus de liaison des domaines SH3. Il s’agit d ’une région sur Gabl 
. qui contient trois répétitions du motif P-x-x-P. Le deuxième fait intervenir un motif 
atypique, P-x-x-x-R-x-x-K-P où la lysine (K) et la proline (P) en dernière position sont 
essentielles à l’interaction (Lewitzky et a i ,  2001). Étant donné que le domaine SH3 de 
Grb2 semble lier différents motifs dans les régions riches en prolines de G abl, il est à 
supposer que deux molécules de Grb2 pourraient se lier à une protéine de G ab l.
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Figure 3. Structure de la protéine d ’échafaudage G abl
La protéine Gabl a un poids moléculaire d’environ 115 kDa. Le domaine PH est situé en 
N-terminal. Les régions riches en prolines sont représentées par la couleur rouge. 
Seulement deux d’entre elles permettent la liaison à Grb2. Le motif de liaison directe avec 
le récepteur Met (MBS) se retrouve vers l’extrémité C-terminale. Les protéines PI3K et 
SHP-2 sont recrutées à Gabl sur des pTyr, via leur domaine SH2.
Une phosphorylation sur tyrosines de Gabl est présente suite à l’activation des récepteurs 
de l’insuline, de l’EGF et de Met, suggérant que Gabl est un substrat direct des RTK 
(Fixman et a i, 1997; Holgado-Madruga et a i, 1996). La phosphorylation des tyrosines 
présentes sur Gabl mène au recrutement de plusieurs protéines de signalisation possédant 
des domaines SH2 (Gu et Neel, 2003). Les deux voies de signalisation principales activées 
en aval de Gabl impliquent la protéine phosphatase SHP-2 et la PI3K (phosphoinositol-3-
9kinase). De manière générale, une fois recrutée au RTK, Gabl est phosphorylé sur 
tyrosines. Il y a alors recrutement de la sous-unité régulatrice p85 de la PI3K, ce qui active 
la sous-unité catalytique p l 10, qui phosphorylé le PIP2 en PIP3, menant au recrutement et à 
l’activation de la voie Akt. Le domaine PH de Gabl peut également se lier à ces 
phospholipides membranaires afin de se rapprocher du RTK et augmenter son niveau de 
phosphorylation. De plus, Gabl phosphorylé peut recruter SHP-2 et activer de façon 
soutenue la voie MAPK (Figure 4). Plusieurs hypothèses sont proposées pour expliquer le 
rôle positif de SHP-2 dans l’activation de la voie MAPK [résumé dans (Dance et al., 
2008)]. La version la plus acceptée repose sur le fait que SHP-2 déphosphoryle les siteâ de 
recrutement de la protéine pl20-RasGAP {Ras GTPase Activating Protein) sur Gabl. La 
protéine pl20-RasGAP, n’étant pas recrutée au complexe, ne peut pas contrecarrer 
l’activité de SOS en stimulant la fonction GTPase de Ras. Ceci mène donc à l’activation 
soutenue de la voie MAPK.
Enfin, il est important de mentionner que d’autres protéines de signalisation peuvent se lier 
à Grb2. Cependant, SOS et Gabl sont les plus importantes dans les processus biologiques 
étudiés dans le cadre de ce mémoire. Il est également intéressant de mentionner que Grb2 
peut lier Gabl et SOS simultanément, comme il a été démontré in vitro (McDonald et al., 





Figure 4. Voies de signalisation en aval de la protéine d ’échafaudage Gabl
La phosphorylation sur tyrosines de Gabl, suite à son recrutement indirect aux RTK, 
permet le recrutement de protéines de signalisation dont la PI3K et SHP-2 qui mènent 
respectivement à l’activation des voies de signalisation Akt et Ras/MAPK.
1.3. Les protéines adaptatrices Shc
Les protéines Shc (SH2 Homology Collagen) ont été découvertes en 1992, par la recherche 
de protéines contenant un domaine SH2 (Pelicci et al., 1992). Depuis, quatre gènes ont été 
identifiés chez les mammifères. Le gène ShcA qui est exprimé ubiquitairement, les gènes 
ShcB et ShcC qui sont exprimés' principalement dans les cellules neuronales, ainsi que le 
gène ShcD qui est exprimé dans les cellules neuronales et musculaires squeiettiques 
[résumé dans (Luzi et a l,  2000) et (Jones et al., 2007)]. Ces quatre gènes codent tous pour 
un domaine PTB ainsi que pour un domaine SH2 et les gènes ShcA et ShcD  peuvent
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également exprimer un domaine CH2. Le gène le plus caractérisé est le gène ShcA et c’est 
de lui dont il sera question tout au long de ce mémoire. Il sera nommé Shc afin d ’alléger le 
texte. Le gène Shc encode trois isoformes (p46Shc, p52Shc et p6 6 Shc) possédant une forte 
homologie structurelle entre eux (Figure 5). L’isoforme p6 6 Shc est issu d ’un épissage 
alternatif tandis que les isoformes p46Shc et p52Shc possèdent un codon d’initiation de la 
traduction différent (Migliaccio et a i,  1997). Les isoformes p52Shc et p46Shc sont 
exprimés ubiquitairement tandis que l’isoforme p 6 6 Shc est principalement exprimé dans 
les cellules épithéliales, mais est absent dans les cellules hématopoïétiques (Migliaccio et 
al., 1997; Pelicci et al., 1992).
1.3.1. S tructure des protéines Shc
Les trois isoformes de Shc possèdent deux domaines responsables de la liaison à des 
pTyr ; les domaines PTB et SH2. Entre ces deux domaines se trouve le domaine CH1 qui 
contient entre autre trois résidus tyrosines (Y239, Y240 et Y317) pouvant être phosphorylés 
et qui sont importants dans la signalisation en aval de Shc (Ravichandran, 2001). De plus, 
l’isoforme p6 6 Shc possède un domaine supplémentaire en N-terminal, le domaine CH2, qui 
contient entres autres une région riche en prolines pouvant permettre l’interaction avec des 
protéines possédant un domaine SH3, ainsi qu’une sérine importante en position 36 (Ser36) 
qui est phosphorylée suite à différents stress cellulaires (Migliaccio et al., 1997). Le 
domaine CH2 est aussi suivi d’un domaine de liaison au cytochrome C, le domaine CB 
(Figure 5) (Giorgio et al., 2005).
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Figure 5. Structure des différents isoformes de Shc
Les isoformes p46Shc et p52Shc possèdent un codon d’initiation de la traduction différent 
tandis que l’isoforme p6 6 Shc est issu d ’un épissage alternatif. La nomenclature est basée 
sur la séquence en acides aminés de p52Shc. Les trois isoformes possèdent un domaine 
SH2 et un domaine PTB responsables de la liaison aux pTyr ainsi qu’un domaine CH1 
possédant entre autre les trois résidus tyrosines pouvant être phosphorylés. L’isoforme 
p6 6 Shc possède un domaine CB de liaison au cytochrome C et un domaine riche en 
prolines (P) CH2 contenant également une sérine (S) pouvant être phosphorylée.
1.3.2. Signalisation des protéines Shc
La signalisation via Shc est observée en aval de plusieurs récepteurs membranaires comme 
les récepteurs des cytokines, des antigènes et des hormones, les récepteurs couplés aux 
protéines G, ainsi que les récepteurs des facteurs de croissance, les RTK [résumé dans 
(Ravichandran, 2001)]. C’est de ces derniers dont il sera question tout au long de ce 
mémoire. Comme mentionné précédemment, suite à l’activation de différentes protéines 
tyrosines kinases, Shc est phosphorylé sur ces trois résidus tyrosines (Y239, Y240 et Y317) 
présents dans son domaine CH1 (McGlade et al., 1992), ce qui permet le recrutement de 
Grb2 aux trois isoformes différents de Shc (Rozakis-Adcock et al., 1992). En effet, les 
Y239 et Y317 font partie d’un motif pY-x-N-x qui permet l’interaction avec le domaine 
SH2 de Grb2 (Salcini et al., 1994; van der Geer et al., 1996). Plusieurs études ont tenté 
d ’identifier la tyrosine responsable du recrutement de Grb2 mais aucun consensus n’a été 
possible. La protéine Grb2 peut se lier soit à pY239 ou à pY317, selon le contexte cellulaire
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et le stimulus responsable de la phosphorylation (Gotoh et a l ,  1997; van der Geer et a l, 
1996; Velazquez et al., 2000).
L’implication in vivo de Shc la plus probante a été démontrée dans le contexte de 
l’invalidation du gène ShcA chez la souris (Lai et Pawson, 2000). Tout d ’abord, il est 
évident que les voies de signalisation en aval de Shc sont impliquées dans le 
développement puisque l’invalidation du gène ShcA chez les souris (ShcA'7') mène à la 
mort embryonnaire due à des défauts de développement du système cardiovasculaire. Les 
fibroblastes embryonnaires (MEF) dérivés de ces souris démontrent une diminution de la 
sensibilité aux facteurs de croissance, déterminée par le niveau de phosphorylation de la 
protéine Erk2, comparativement aux MEF provenant des souris de type sauvage. De plus, 
des analyses d’immunohistochimie ont démontré une forte diminution de l’activation de la 
voie MAPK dans le système cardiovasculaire chez les souris mutantes. Plusieurs études in 
vitro ont également confirmé l’implication de Shc dans les voies mitogéniques (Gotoh et 
al., 1997; Salcini et al., 1994). De plus, la surexpression de Shc dans les fibroblastes (NIH 
3T3) induit la transformation cellulaire dénotée par la capacité de croître sans ancrage à la 
matrice extracellulaire (MEC) ainsi que par le potentiel de ces cellules à former des 
tumeurs dans les souris nues (Pelicci et al., 1992). Comme présenté précédemment, Grb2 
est constitutivement lié à SOS. Son interaction avec Shc permet le rapprochement de SOS à 
Ras, qui mène alors à l’activation de la voie Ras/Raf/MEK/Erk (Figure 6 ).
Bien que plusieurs des fonctions de Shc impliquent la protéine adaptatrice Grb2, des études 
in vivo ont démontré que ces deux protéines ne jouent pas un rôle redondant. Un gène 
codant pour un mutant de p52Shc, dans lequel les trois résidus tyrosines (Y239, Y240 et 
Y317) sont substitués en phénylalanines (mutant 3F) pour empêcher leur phosphorylation
/ i r /•> r
et l’interaction avec Grb2, a été réintroduit dans les souris ShcA' ' (souris ShcA ) (Hardy
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et al., 2007). Contrairement aux souris ShcA ", les souris ShcA sont viables. Ceci 
démontre bien que le recrutement de Grb2 à Shc n’est pas nécessaire au développement 
embryonnaire au même point que l’engagement de Shc. D ’autres rôles distincts ont été 
attribués à Shc et à Grb2, principalement dans le contexte du récepteur Met et seront 
présentés dans la section 3.
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Ces mêmes types d’expériences chez les souris ShcA7', mais cette fois-ci en réintroduisant 
un gène codant pour des mutants de Shc dépourvus des domaines PTB ou SH2 
(ShcAPTB/PTB et ShcASH2/SH2 respectivement), ont révélés que ces domaines jouent 
également des rôles différents. En fait, les souris ShcASH2/SH2 sont viables, 
comparativement aux souris ShcAPTB/PTB, qui affichent des défauts similaires aux souris 
ShcA7'. En plus qu’il soit rare de retrouver deux domaines liant les pTyr sur une même 
protéine, il semble que les domaines PTB et SH2 de Shc soient impliqués dans des 
fonctions biologiques distinctes. En fait, il est présentement admis que le domaine PTB est 
responsable de la liaison de Shc aux RTK (Blaikie et al., 1994; Campbell et al., 1994). Bien 
que cette interaction ait tout d’abord été attribuée au domaine SH2 (Pelicci et al., 1992), 
une nouvelle séquence reconnue par Shc, et spécifique aux domaines PTB, a été identifiée 
sur les RTK. En fait, Shc reconnaît une séquence où les résidus en N-terminal de la pTyr 
sont conservés (N-P-x-pY) (van der Geer et Pawson, 1995). Jusqu’à ce jour, aucune 
application biologique n’avait été attribuée au domaine SH2 de Shc. Par contre, une étude 
très récente démontre que ce domaine lie une protéine phosphorylée sur tyrosines, la 
protéine 14-3-3Ç, et active ainsi la voie PI3K/Akt en aval du récepteur EGFR2 (Ursini- 
Siegel et al., 2012).
Bien qu’il soit évident que la principale implication des protéines Shc en aval des RTK est 
dans l’activation de la voie MAPK menant à la prolifération cellulaire, d ’autres fonctions y 
sont associées [résumé dans (Ravichandran, 2001)]. Plusieurs de ces implications se 
reflètent dans le contexte in vivo dans les souris ShcA7' (Lai et Pawson, 2000). Ce modèle 
propose une implication de Shc dans l’angiogenèse lors de l’embryogenèse, dans les 
interactions cellule-cellule, ainsi que dans l’organisation du cytosquelette d ’actine qui 
affecte l’adhésion à la matrice extracellulaire et la migration cellulaire. En plus de Grb2, 
d’autres protéines peuvent se lier à Shc. Par exemple, une étude suggère que Shc régule 
l’activité de Myc via sa phosphorylation sur les résidus Y239/240 suite à la stimulation à 













Figure 6. Voies de signalisation impliquant p52Shc et Grb2 en aval des RTK
L’association de Grb2 aux RTK, de manière directe ou indirecte via p52Shc, mène à 
l’activation de la voie Ras/MAPK. L’association constitutive entre Gab et Grb2 permet 
également l’activation de la voie PI3K/Akt, induisant la survie cellulaire, ainsi que de 
l’activation soutenue de la voie MAPK menant à la prolifération et la migration cellulaire.
Survie
2. L’isoforme p66Shc
L’isoforme p6 6 Shc a été cloné pour la première fois chez des cellules humaines en 1997 
(Migliaccio et a i, 1997). Comme mentionné précédemment, p6 6 Shc est issu d’un épissage 
alternatif, p6 6 Shc et p46/52Shc proviennent donc de deux transcrits différents. En fait, 
p6 6 Shc possède son propre promoteur qui peut être réprimé par méthylation et par des 
histones déacétylases (Ventura et a i,  2002). Il est important de mentionner que toutes les 
études d’interactions présentées précédemment ont été effectuées avec l’isoforme p52Shc, 
mais associées à tous les isoformes compte tenu de leur homologie structurelle. Cependant,
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aucune évidence expérimentale n’a confirmé ces modes d ’interactions pour Pisoforme 
p6 6 Shc.
2.1. Rôle antagoniste à p52Shc
Plusieurs groupes de recherche ont caractérisé le rôle de p6 6 Shc dans la régulation négative 
de la voie MAPK, dans différents contextes cellulaires en aval de plusieurs RTK. Il a tout 
d ’abord été démontré que la surexpression de l’isoforme p 6 6 Shc, contrairement à celle de 
p52Shc, n ’induit pas la transformation des fibroblastes NIH 3T3, ce qui est dénoté par une 
absence de croissance dans l’agar mou. Ceci s’explique par le fait que la surexpression de 
p6 6 Shc dans des cellules exprimant l’EGFR diminue l’activation de la voie MAPK ainsi 
que celle du promoteur c-fos, cible des protéines Erkl/2, suite à la stimulation avec l’EGF 
(Migliaccio et a l,  1997). Depuis ces premières observations, plusieurs groupes de 
recherche ont tenté de déterminer les mécanismes sous-jacents au rôle de p6 6 Shc dans 
l’inhibition de la voie MAPK en aval des RTK. Cependant, aucun modèle réconciliant 
toutes les hypothèses sur le mécanisme d’action de p6 6 Shc n ’a encore été proposé. Les 
différents modèles sont présentés dans cette section.
Le premier modèle a été proposé dans un contexte de cellules normales (CHO ; Chinese 
Hamster Ovary), stimulées à l’EGF (Okada et a l, 1997). Il s’agit d’un modèle séquentiel, 
où l’EGFR activé recrute p6 6 Shc, qui est phosphorylé sur tyrosines, ce qui permet la 
liaison de Grb2/SOS. Par la suite, il y a phosphorylation sur sérine de p 6 6 Shc, ce qui 
dissocie le complexe p66Shc/Grb2/SOS du récepteur, empêchant ainsi le rapprochement de 
SOS à Ras, et donc Tactivation de la voie MAPK (Figure 7, panneau 1A). Un modèle 
semblable a été proposé dans le contexte des lymphocytes T et implique une compétition 
entre p6 6 Shc et p52Shc pour le recrutement de Grb2 (Figure 7, panneau 1B). 
L’expression de p6 6 Shc chez les cellules T, maintenues en présence de sérum, diminue 
l’activation basale de la voie MAPK (Pacini et a l, 2004) et abolit complètement 
l’interaction entre p52Shc et Grb2. De plus, un mutant de p 6 6 Shc, dont la sérine 36 a été 
substituée en alanine (S36A) pour empêcher sa phosphorylation, lie Grb2 mais ne mène pas 
à l’inactivation de la voie MAPK. Ceci suggère que p6 6 Shc séquestre Grb2 dans un état 
non-fonctionnel seulement lorsqu’il est phosphorylé sur S36 (Figure 7, panneau 1A).
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Le deuxième modèle proposé implique la région riche en prolines du domaine CH2 de 
p6 6 Shc (Khanday et al., 2006). Les études d’interaction ont été menées dans un contexte 
d’expression transitoire chez les cellules HEK 293 (Human Embryonic Kidneÿ). Il s’agit 
aussi d ’un modèle séquentiel où Grb2 se lie aux pTyr de p6 6 Shc. Ce rapprochement, ainsi 
qu’un possible réarrangement protéique, mènent à l’association du domaine C-SH3 de 
Grb2 avec la région L-P-P-L-P du domaine CH2 de p6 6 Shc. Cette interaction affaiblit le 
lien entre Grb2 et SOS, menant à sa dissociation (Figure 7, panneau 2). Cette même étude 
démontre également que la libération de SOS du complexe p66Shc/Grb2/SOS permet 
l’activation d’une autre GTPase, Racl, impliquée dans la génération de peroxyde 
d ’hydrogène (H2O2) intracellulaire. La dissociation SOS à Grb2 suite à son interaction avec 
p6 6 Shc a également été proposée par un autre équipe de recherche, dans le contexte de 
l’EGFR (Arany et al., 2008).
Lin troisième modèle en aval des RTK a été proposé dans le contexte de cellules de muscles 
lisses (SMC) stimulées par l’IGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1). Tout d ’abord, le 
mécanisme d’activation de la voie MAPK via p52Shc diffère légèrement de celui 
généralement accepté, puisqu’il implique la protéine tyrosine kinase cytoplasmique Src. 
Lors de la stimulation par l’IGF-1, une protéine transmembranaire SHPS-1 est 
phosphorylée sur plusieurs résidus tyrosines. Les protéines Shc et SHP-2 y sont recrutées 
via leur domaine SH2. La protéine Grb2 est ensuite normalement recrutée à Shc, pour 
activer la voie MAPK. Le recrutement de p52Shc ainsi que la phosphorylation de ces trois 
tyrosines (par la protéine Src) sont essentiels à l’activation de la voie MAPK (Ling et a i, 
2005). Des expériences de diminution et de surexpression de p6 6 Shc ont démontré que cet 
isoforme diminue l’activation de la voie MAPK (diminution de la phosphorylation des 
protéines Erk 1/2), la prolifération ainsi que la migration cellulaire (Xi et al., 2008). Dans 
ce cas, le modèle proposé est que p6 6 Shc s’associe à Src, principalement via l’interaction 
d’un domaine SH3 de Src sur la région riche en prolines du domaine CH2 de p6 6 Shc, 
l’inactivant et diminuant la phosphorylation de p52Shc. La protéine Grb2 ne peut donc plus 
s’associer à p52Shc afin d’être recrutée à la membrane et activer la GTPase Ras (Figure 7, 





Figure 7. Différents modèles proposés pour le mécanisme impliqué dans l’inactivation 
de la voie MAPK p ar p6 6 Shc
(IA) La phosphorylation sur sérine de p6 6 Shc, subséquente à sa phosphorylation sur Y 
permettant le recrutement de Grb2, induit la séquestration de Grb2 dans un état inactif.
(IB) Les isoformes p52Shc et p6 6 Shc sont en compétition pour le recrutement du complexe 
Grb2/SOS. (2) L’association de Grb2 à p6 6 Shc entre le domaine SH3 et la région riche en 
prolines du domaine CH2 mène à la dissociation du complexe Grb2/SOS. (3) L’association 
de p6 6 Shc à Src, dépendant de la région riche en prolines du domaine CH2, inactive Src 
empêchant ainsi la phosphorylation sur Y de p52Shc et donc le recrutement de Grb2.
2.2. Implication dans l’apoptose suite aux stress oxydatifs
L’exposition des fibroblastes exprimant p6 6 Shc aux rayons ultraviolets (UV) et à VH2O2 a 
démontré que p6 6 Shc est phosphorylé sur sérine suite à différents stress oxydatifs 
(Migliaccio et a i,  1999). L’isoforme p6 6 Shc peut également être phosphorylé sur la Ser36
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en réponse à la stimulation à l’EGF (Okada et a l ,  1997), à l’IGF (Kao et a l ,  1997), au 
VEGF (Oshikawa et al., 2011), ou à différentes drogues comme le Taxol (Yang et Horwitz, 
2000). Encore une fois, aucun consensus n’est fait quant au mécanisme gouvernant la 
phosphorylation sur sérine de p6 6 Shc. Comme les différentes voies des MAPK sont 
notamment activées par des stress oxydatifs, et qu’il s’agit de sérine/thréonine kinases, il a 
été vérifié si la phosphorylation sur sérine de p6 6 Shc en est dépendante. L’utilisation 
d’inhibiteurs pharmacologiques de MEK1 a démontré que la phosphorylation sur sérine de 
p6 6 Shc en aval des RTK et en présence de Taxol est dépendante de l’activation de la voie 
Ras/Raf/MEK/Erk (Kao et al., 1997; Okada et al., 1997; Yang et Horwitz, 2002). Il a 
également été démontré que les sérine/thréonine kinases spécifiques JNK1, JNK2 et p38 
sont responsables de la phosphorylation sur la sérine 36 de p6 6 Shc (Le et al., 2001), suite à 
l’exposition aux UV. De plus, cette même étude stipule que l’inhibition de MEK n’a aucun 
effet sur le niveau de phosphorylation sur sérine. Il a également été proposé que la PKCp 
(protéine kinase C bêta) induit la phosphorylation de la Ser36 suite à un stress oxydatif 
dans les MEF p6 6 'A (Pinton et al., 2007). La kinase responsable de la phosphorylation de la 
Ser36 de p6 6 Shc dépend donc du stimulus ainsi que du contexte cellulaire.
Afin de vérifier l’implication de p 6 6 Shc dans la réponse aux stress cellulaires, des souris 
invalidées sélectivement pour l’expression de l’isoforme p6 6 Shc ont été générées et les 
fibroblastes embryonnaires de ces souris (MEF p6 6 7') ont été isolés (Migliaccio et a l,
1999). Il a été démontré que p6 6 Shc favorise l’apoptose en réponse à un stress oxydatif et 
ce, dépendamment de la phosphorylation sur la Ser36. Etonnamment, les souris 
n’exprimant pas l’isoforme p6 6 Shc affichent une augmentation d’environ 30% de leur 
durée de vie. Ces résultats proposent donc un rôle important et unique de p6 6 Shc dans la 
survie et dans la réponse apoptotique suite à des stress oxydatifs.
L’identification d’un domaine de liaison au cytochrome C (domaine CB) (Giorgio et al., 
2005) ainsi que la localisation d’une fraction des protéines p6 6 Shc dans la mitochondrie 
(Orsini et a l, 2004) apportent les premières caractéristiques du mécanisme apoptotique de 
cet isoforme. Une étude effectuée dans la même année a démontré que seulement 
l’isoforme p46Shc se retrouve dans la mitochondrie, tandis que p52 et p6 6 Shc se localisent 
principalement sur le réticulum endoplasmique (Ventura et a l ,  2004). Cependant, cette
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même étude mentionne l’existence d’une petite fraction de ces deux isoformes dans la 
mitochondrie. En outre, la séquence d’adressage à la mitochondrie se retrouve dans les trois 
isoformes (Ventura et a l, 2004). De plus, suite à un stress oxydatif, une partie de la fraction 
cytosolique de p6 6 Shc transloque à la mitochondrie, expliquant la faible détection en 
contexte normal (Orsini et a i, 2004).
Le suppresseur de tumeur p53 est également impliqué dans la fonction apoptotique de 
p6 6 Shc puisqu’il a été démontré que les MEF p53"/_ résistent autant à l’apoptose que les 
MEF p6 6 '/_ suite à un traitement à FH2O2 ou aux UV (Migliaccio et al., 1999). De plus, une 
augmentation de l’expression de p6 6 Shc ainsi que de sa stabilité est observée suite aux 
stress oxydatifs et en aval de p53 (Trinei et al., 2002).
Le mécanisme général de l’induction de l’apoptose via p6 6 Shc débute par sa 
phosphorylation sur la Ser36. Cette phosphorylation permet l’isomérisation de p6 6 Shc par 
la protéine Pinl (Prolyl Isomérase 7), qui favorise ainsi sa translocation dans la 
mitochondrie. Dans des conditions cellulaires basales, la fraction de p6 6 Shc mitochondriale 
se retrouve en complexe avec la protéine mtHsp70 (Orsini et al., 2004). Il s’agit d’une 
protéine de réponse au stress qui protège la cellule des dommages mitochondriaux induits 
par des stress oxydatifs [résumé dans (Rajendran et al., 2010)]. Suite à un stress oxydatif, 
ce complexe protéique est déstabilisé et le relâchement de p6 6 Shc permet son interaction 
avec le cytochrome C. Une forme non-phosphorylée sur Ser36 de p6 6 Shc est présente dans 
la mitochondrie, suggérant l’implication d ’une phosphatase lors de la translocation du 
cytoplasme vers la mitochondrie (Rajendran et a l, 2010). L’interaction entre p6 6 Shc et le 
cytochrome C induit la génération de ROS (Reactive Oxygen Species) intracellulaire et 
intra-mitochondrial (Giorgio et al., 2005; Orsini et a l, 2004; Trinei et a l ,  2002). Ceci 
contribue à un changement dans le potentiel de membrane de la mitochondrie. La formation 
de pores en résultant provoque le relâchement du cytochrome C dans le cytoplasme de la 
cellule. Les molécules de cytochrome C s’associent à APAF-1, une protéine de 
l’apoptosome qui clive la pro-caspase 9 afin d’activer la voie apoptotique caspase- 
dépendante (Figure 8 ).
Figure 8. Implication de p66Shc dans la réponse apoptotique mitochondriale
Suite à un stress oxydatif, p6 6 Shc est phosphorylé sur sa Ser36 et stabilisé par p53. La 
translocation à la mitochondrie requiert l’isomérisation par la protéine Pinl et possiblement 
l’implication d’une phosphatase. À l’intérieur de la mitochondrie, p6 6 Shc est relâché de 
son complexe protéique avec la mtHsp70. 11 peut alors s’associer au cytochrome C et 
induire la formation de ROS intra-mitochondriaux. L’ouverture des pores de la 
mitochondrie permet le relâchement du cytochrome C qui débute ainsi la cascade 
apoptotique.
2.3. Implication dans les cancers
Comme mentionné, l’isoforme p6 6 Shc inhibe l’activation de la voie mitogénique des 
MAPK en aval des RTK et est impliqué dans la réponse apoptotique suite à des stress 
oxydatifs. Ces aspects mènent à l’hypothèse que p6 6 Shc possède un rôle de suppresseur de 
tumeur. Par contre, l’implication de p6 6 Shc dans la progression de différents cancers est 
encore très controversée. Par exemple, une augmentation du niveau d’expression de p6 6 Shc
22
a été démontrée dans les lignées cellulaires de cancer du sein ayant un fort potentiel 
métastatique (Jackson et a l, 2000). Par contre, des études cliniques basées sur 
l’observation par immunohistochimie de tissus de tumeurs primaires de cancer du sein, ont 
démontré qu’un haut ratio du niveau de phosphorylation sur tyrosines de Shc sur le niveau 
d’expression de p6 6 Shc permet de prédire le risque de récidive chez les patients atteints du 
cancer du sein (Davol et a l,  2003; Frackelton et al., 2006). Dans ce dernier cas, une faible 
expression de p6 6 Shc corrèlerait avec une faible gravité de la maladie, contrairement à 
l’étude de Jackson et collaborateurs. Parallèlement avec cette étude, une forte expression de 
p6 6 Shc dans les tissus provenant de stade II de cancer colorectal (CCR), corrèle avec,le 
potentiel de récidive de la maladie (Grossman et al., 2007). De plus, les tissus cancéreux de 
cancer de l’œsophage expriment également un haut niveau de p6 6 Shc comparativement aux 
tissus sains adjacents aux tumeurs, mais cette fois-ci indépendamment du stade (Bashir et 
a l, 2010). Cette observation est également dénotée sur les tissus provenant de cancer de la 
prostate (Lee et al., 2004). Contrairement à ces études, il a été démontré que les cellules 
dérivées de cancer du poumon ayant un potentiel hautement métastatique n’expriment pas 
l’isoforme p6 6 Shc, comparativement à des cellules de bronches normales (Ma et al., 2010). 
Ces différentes observations démontrent que l’implication de p6 6 Shc dans la progression 
des cancers n’est pas encore définie. Des études plus complètes sur les fonctions 
biologiques de p6 6 Shc ont été effectuées dans le contexte du cancer de la prostate et du 
poumon.
Différentes lignées cellulaires de cancer de la prostate ont été analysées quant à leur 
potentiel de prolifération et en regard à l’expression de p6 6 Shc (Veeramani et al., 2005). Il 
a été démontré que le niveau d’expression de p6 6 Shc est augmenté dans les lignées 
cellulaires hautement prolifératives et que la surexpression de p6 6 Shc dans les cellules 
moins prolifératives augmente l’activation de la voie MAPK et ainsi la prolifération 
(Veeramani et a l,  2008). Il a également été démontré que le traitement des cellules de 
cancer de la prostate avec des androgènes stimule la translocation de la fraction cytosolique 
de p6 6 Shc à la mitochondrie, son association avec le cytochrome C, ainsi que la formation 
de ROS, corrélée avec une augmentation de la prolifération, contrairement à ce qui a 
préalablement été démontré dans l’induction de l’apoptose par p6 6 Shc (Section 2.2).
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Par contre, dans le cancer du poumon, p6 6 Shc est associé à un rôle anti-métastatique. 
L’injection de cellules métastatiques de cancer du poumon exprimant p6 6 Shc, dans la veine 
de la queue de souris nues, ne forme aucune métastase aux poumons, contrairement aux 
cellules contrôles (Ma et al., 2010). Ceci démontre bien un potentiel anti-métastatique de 
p6 6 Shc, qui s’explique par le fait que p6 6 Shc mène à Panoïkose (Ma et al., 2007), une 
forme d’apoptose induite suite à un détachement des cellules de la MEC. En fait, p6 6 Shc se 
localise aux points d’adhésion focaux et participe au mécanisme de sensibilité au 
détachement. Dans des cellules cancéreuses ayant une hyperactivation de Ras, l’expression 
de p 6 6 Shc diminue cette activation et contribue à l’activation de RhoA, qui participe à 
l’induction de l’anoïkose, suite au détachement de la MEC (Ma et a l, 2007).
2.4. La dualité fonctionnelle de p66Shc
Chez des cellules non-cancéreuses, p6 6 Shc contribue à l’inhibition de la voie mitogénique 
des MAPK, rôle antagoniste à l’isoforme p52Shc, et participe ainsi à la diminution de la 
prolifération et de la migration cellulaire. Un rôle dans l’induction de l’apoptose lui a 
également été attribué du fait de sa localisation mitochondriale, son interaction avec le 
cytochrome C et sa capacité à induire la formation de ROS intracellulaire. Ces deux 
fonctions biologiques proposent un rôle anti-tumorigénique à p6 6 Shc. Ceci n’est cependant 
pas validé dans les différents contextes cancéreux. En résumé, p6 6 Shc est un marqueur de 
bon pronostic dans certains cas de cancer du sein et est associé à un rôle anti-métastatique 
dans le cancer du poumon. Par contre, p6 6 Shc est un marqueur de mauvais pronostic dans 
d’autres cas de cancer du sein, de l’œsophage, de la prostate ainsi que dans le CCR. De 
plus, un rôle prolifératif lui est associé dans le cancer de la prostate. Le contexte cellulaire, 
les altérations moléculaires dans les cellules cancéreuses, ainsi que l’environnement 
extracellulaire semblent être des aspects à considérer afin de permettre l’établissement d ’un 
consensus quant au rôle de p6 6 Shc dans la progression tumorale.
3. Le récepteur Met
Afin d ’identifier le rôle de l’isoforme p6 6 Shc dans les processus cancéreux induits par les 
RTK, le récepteur Met a été utilisé comme modèle d’étude. Le récepteur Met est le 
récepteur du facteur de croissance des hépatocytes (HGF) (Bottaro et al., 1991), molécule
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aussi connue sous le nom du facteur de dispersion (Scatter Factor, SF) (Stoker et a l, 
1987). Bien qu’historiquement deux rôles distincts fussent associés à l’HGF et au SF, l’un 
étant un puissant mitogène pour les hépatocytes et l’autre menant à la dissociation des 
cellules épithéliales, il a été démontré qu’il s’agit de la même molécule. (Naldini et al., 
1991).
3.1. Découverte et structure
Le récepteur Met a tout d’abord été découvert sous une forme oncogénique, suite au 
traitement de cellules dérivées d’ostéosarcome humain avec un carcinogène (Cooper et a l,  
1984). L’oncoprotéine cytoplasmique de 65 kDa identifiée, Tpr-Met, est en fait issue d ’un 
réarrangement chromosomique entre le domaine Tpr (Translocated promoter région), qui 
contient deux motifs de dimérisation de type leucine zipper, et la partie cytoplasmique et 
catalytique du RTK Met (Gonzatti-Haces et al., 1988; Park et al., 1986; Park et a l,  1987; 
Rodrigues et Park, 1993). La dimérisation du domaine cytoplasmique favorise 
Pautophosphorylation en trans du domaine catalytique, menant ainsi à son activation 
constitutive, indépendamment de la fixation du ligand (Rodrigues et Park, 1993). 
L’utilisation de l’oncoprotéine Tpr-Met comme modèle d’étude des voies de signalisation 
impliquées dans la carcinogenèse est justifiée puisque ce mécanisme d’activation 
constitutive a été identifié dans plusieurs autres oncoprotéines dérivées des RTK 
(Rodrigues et Park, 1993).
Le récepteur Met est une protéine transmembranaire de 145 kDa, formée d’une chaine a 
extracellulaire et d’une longue chaine p composée d’un domaine extracellulaire, 
transmembranaire et cytoplasmique (Figure 9). Le domaine extracellulaire de la chaine P 
est constitué de domaines apparentés à l’immunoglobuline, d ’une région riche en cystéine 
et d’un domaine sema responsable de la structure du récepteur, tout comme la chaine a, 
tous deux impliqués dans la liaison du ligand [résumé dans (Birchmeier et al., 2003)]. Le 
domaine cytoplasmique du récepteur Met, également présent chez l’oncoprotéine Tpr-Met 
(Figure 9), contient plusieurs résidus tyrosines qui sont phosphorylés suite à son activation 
[résumé dans (Peschard et Park, 2007)]. Les résidus Y1234 et Y1235 sont situés dans le 
domaine catalytique, et ce sont eux qui subissent l’autophosphorylation en trans afin 
d’activer la fonction kinasique du RTK. Les résidus Y1349, Y 1356 et Y1365
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(respectivement Y482, Y489 et Y498 chez Tpr-Met) sont situés dans la queue C-terminale 
du récepteur. Les deux premiers sont conservés chez les autres membres de la famille du 
récepteur Met (Ron et Sea) (Weidner et a l ,  1995), et sont inclus dans des motifs de liaison 
spécifiques pour l’interaction avec les domaines SH2 ou PTB. Bien que la Y1365 soit 
importante dans les processus morphogéniques des cellules épithéliales en aval de Met, 
aucune interaction protéique ne lui a encore été associée (Weidner et al., 1995). Il a été 
démontré in vitro que le domaine cytoplasmique de Met, principalement les deux résidus 
tyrosines conservés, est nécessaire et suffisant à l’induction des processus biologiques tels 
que la prolifération, la transformation et la motilité cellulaire, ainsi que la capacité d’induire 
des programmes morphogéniques (Fixman et al., 1995; Zhu et al., 1994b). Contrairement à 
Tpr-Met, le récepteur Met contient également la Y1003, située dans la région juxtra- 
membranaire, impliquée dans l’ubiquitination et la dégradation du récepteur via la liaison 
d’une protéine ubiquitine-ligase Cbl (Peschard et al., 2001).
3.2. Induction de programmes morphogéniques
Comme mentionné précédemment, le ligand du RTK Met est l’HGF. Il s’agit d’un facteur 
de croissance particulier puisqu’il possède la capacité d ’induire plusieurs réponses 
cellulaires telles que la croissance cellulaire, la motilité cellulaire, l’angiogenèse ainsi que 
la morphogenèse [résumé dans (Peschard et Park, 2007)]. L ’activation du récepteur se 
produit via une voie paracrine, où HGF est principalement sécrété par les cellules 
mésenchymateuses et le récepteur Met est exprimé à la surface des cellules épithéliales. Il 
est évident que la voie HGF/Met joue un rôle important dans le développement des organes 
constitués de cellules épithéliales, puisque des souris n’exprimant pas Met ou HGF meurent 
in utero en raison de sévères défauts durant le développement du placenta et du foie 
(Birchmeier et Gherardi, 1998; Gentile et al., 2008). Plus spécifiquement, les muscles 
squelettiques sont absents dans les embryons, absence associée à un défaut dans la 
migration des précurseurs des myoblastes (Bladt et al., 1995). Cette observation a permis 
de lier le processus de transition épithéliale-mésenchymateuse (TEM) particulièrement à 
l’activation de la voie HGF/Met. La TEM implique que les cellules épithéliales perdent de 
leurs caractéristiques et deviennent apparentées à des cellules fibroblastiques, acquérant
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Figure 9. Représentation schématique du récepteur Met et de l’oncoprotéine Tpr-Met
Tpr-Met est formé de la partie cytoplasmique du récepteur Met et est suffisant à l’induction 
des voies de signalisations propres à Met. Les résidus tyrosines conservés permettant le 
recrutement des protéines de signalisation sont présents chez Tpr-Met. Le recrutement 
direct de Gabl est médié via la Y 1349 (Y482 chez Tpr-Met), p52Shc se lie à la séquence 
N-x-x-pY1356 (Y489 chez Tpr-Met) et Grb2 via pY1356-x-N-x. Les résidus en rouge sont 
ceux essentiels aux différentes interactions.
entre autre une capacité de motilité et d’invasion [résumé dans (Thiery, 2002)]. Ce 
processus, essentiel lors du développement, est également observé lors de la dissémination 
des métastases. L’importance des deux résidus tyrosines Y1349 et Y1356 de la queue C- 
terminale du récepteur Met a également été démontré in vivo. En fait, les souris exprimant 
un récepteur Met dont ces deux résidus tyrosines ont été substitués en phénylalanine (2F), 
afin d ’empêcher leur phosphorylation, affichent les mêmes défauts développementaux que 
les souris invalidées pour les gènes met ou hg f (Maina et al., 1996). De plus, l’expression 
d’un mutant de Met incapable de recruter Grb2 (N est substituée en Histidine, de la 
séquence Y-x-N-x) induit les mêmes défauts dans la migration des précurseurs des
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myoblastes (Maina et a l ,  1996), démontrant que le recrutement de Grb2 au récepteur Met 
est essentiel à l’induction de certain programmes morphogéniques. Ces deux résidus 
tyrosines sont donc nécessaires et essentiels aux fonctions biologiques de Met puisqu’ils 
recrutent différentes protéines de signalisation une fois phosphorylés.
L’implication de la voie HGF/Met dans la morphogenèse épithéliale est également 
démontrée in cellulo dans le modèle des cellules épithéliales MDCK (Madin-Dardy Canine 
Kidney). Lorsque cultivées en trois dimensions (3D) dans une matrice de collagène et 
stimulées avec l’HGF, les cellules MDCK, qui expriment le récepteur Met endogène, 
enclenchent un processus de morphogenèse appelé la tubulogenèse, qui fait intervenir entre 
autre la TEM [(Zhu et a l,  1994a) et résumé dans (Zegers et a l ,  2003)].
Dans les cellules épithéliales, un des substrats importants du RTK Met est la protéine 
d’échafaudage Gabl (présentée dans la section 1.2.1) (Nguyen et al., 1997). Comme 
mentionné précédemment, Gabl peut se lier au récepteur Met indirectement via la protéine 
adaptatrice Grb2 (qui se lie à la pY1356 via le motif consensus pY-x-N-x), ou 
particulièrement de manière directe au récepteur Met, nécessitant la pY1349 de la partie C- 
terminale du RTK Met (Lock et al., 2003). Ce recrutement direct de Gabl aux RTK est 
spécifique entre Gabl et Met et est médié par un motif de liaison particulier, le MBS (.Met 
Binding Site) (Schaeper et a l, 2000). Ce motif est contenu à l’intérieur d’un domaine riche 
en prolines et en sérines/thréonines d’environ 83 acidés aminés, initialement nommé MBD 
pour Met Binding Domain (Weidner et al., 1996). Cependant, le grand domaine MBD est 
également retrouvé chez les protéines Gab2 et Gab3, n’étant donc pas spécifique à G abl, et 
contient en plus un motif de liaison à Grb2 (Schaeper et al., 2000). Suite à son interaction 
avec Met, Gabl est phosphorylé sur plusieurs résidus tyrosines et agit comme plateforme 
pour le recrutement de plusieurs protéines de signalisation comme SHP-2, PI3K, PLOy et 
Crk [résumé dans (Peschard et Park, 2007)]. Le recrutement de Gabl au RTK Met est 
essentiel à l’induction des processus biologiques, tel que démontré in cellulo chez les 
cellules épithéliales MDCK (Maroun et al., 2000; Weidner et a l, 1996) et in vivo lors de 
l’invalidation du gène codant pour Gabl, où les défauts du développement embryonnaire 
observés sont associés à ceux des souris invalidées pour les gènes met ou h g f (Sachs et a l ,
2000). L’importance du recrutement de Grb2 au récepteur Met a aussi été démontrée dans
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le contexte des cellules épithéliales intestinales transformées par l’oncoprotéine Tpr-Met 
(Bemier et a l,  2010). En fait, l’utilisation d’un mutant de Tpr-Met recrutant 
spécifiquement et seulement Grb2 démontre que cet engagement est suffisant à la 
transformation des cellules épithéliales intestinales IEC- 6  par le récepteur Met (Pomerleau 
et al., En préparation).
3.3. Rôle tumorigénique
La signalisation HGF/Met est essentielle à certains processus physiologiques normaux et 
doit donc être finement régulée. Une dérégulation de cette voie induit plusieurs processus 
impliqués dans la progression tumorale comme la prolifération, l’invasion, l’angiogenèse et 
la résistance à l’apoptosê [résumé dans (Birchmeier et al., 2003)]. La capacité du récepteur 
Met à induire la tumorigenèse ainsi que la formation de métastases a été démontrée in vivo 
et in cellulo (Bemier et al., 2010; Rong et al., 1994; Saucier et al, 2002). Dans la plupart 
des études, l’oncoprotéine Tpr-Met est utilisée puisqu’elle est constitutivement active et est 
suffisante à l’induction des voies de signalisation en aval du RTK Met (Fixman et a i,  
1995). Plusieurs études ont été menées afin de caractériser les protéines de signalisation en 
aval de Tpr-Met impliquées dans la tumorigenèse. Tout d’abord, des études de structure et 
de fonction ont démontré que la liaison de Grb2 est fortement impliquée dans la 
transformation cellulaire, tout comme le recrutement de p52Shc (Fixman et a l,  1996). Ces 
deux interactions sont médiées via la pY489, qui est située dans un motif permettant la 
liaison spécifique de Grb2 (pY-x-N-x) et du domaine PTB de Shc (N-x-x-pY). Il a 
également été démontré que l’association de Grb2, de Shc ou que le recrutement direct de 
Gabl au récepteur Met est nécessaire et suffisante à la transformation cellulaire et à la 
formation de métastases expérimentales (Mood et al., 2006; Saucier et a l ,  2002).
Bien qu’induisant toutes les deux la tumorigenèse en aval de Met, Grb2 et Shc ont 
également des rôles distincts. En fait, il a été démontré in cellulo que seulement le 
recrutement de Grb2 est nécessaire à la formation de tubules (Foumier et a l,  1996). Pour sa 
part, le recrutement de Shc à Tpr-Met est essentiel à l’induction de l’angiogenèse et donc à 
une croissance tumorale rapide (Saucier et a l,  2004). Bien d’autres protéines sont 
impliquées dans les voies de signalisation en aval de Met. Il s’agit ici de démontrer 
l’implication essentielle du recrutement de Grb2 à Met, tant dans l’induction de
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programmes morphogéniques que dans la tumorigenèse. De plus, il est important de 
mentionner qu’aucune étude n’a été effectuée afin de vérifier l’implication biologique de 
l’isoforme p6 6 Shc en aval du récepteur Met. En fait, les connaissances sur les modes 
d’interactions de p6 6 Shc en aval des RTK sont basées sur les études de structure et de 
fonction effectuée avec l’isoforme p52Shc.
4. Hypothèse de travail et objectifs de recherche
Bien que les rôles des protéines Shc en aval des RTK aient été attribués aux trois isoformes 
pendant des années, plusieurs évidences démontrent que l’induction de différents processus 
biologiques est isoforme-dépendante. En fait, la région N-terminale supplémentaire et 
unique à p6 6 Shc, contenant un domaine CH2 et CB, est requise dans l’inhibition de la voie 
MAPK ainsi que dans l’induction de l’apoptose, et ces processus sont dépendants de la 
phosphorylation sur la sérine 36 du domaine CH2. Même si ces aspects suggèrent un rôle 
anti-tumorigénique à p6 6 Shc, son implication dans la progression des cancers est encore 
controversée. L’environnement extracellulaire, la nature des récepteurs et des voies de 
signalisation activées ainsi que la gravité et la nature du cancer semblent être des aspects 
régulant les fonctions de p6 6 Shc. L’hypothèse du présent projet est donc que les rôles 
associés à p6 6 Shc dans différents processus biologiques sont dépendants du contexte 
cellulaire et de son état de phosphorylation. Afin de répondre à cette hypothèse, trois 
objectifs ont été posés, selon trois volets expérimentaux distincts : 1. Déterminer les 
mécanismes d’interaction de la protéine adaptatrice p6 6 Shc en aval des RTK. Ce volet a été 
réalisé en utilisant l’oncoprotéine Tpr-Met en expression transitoire. 2. Déterminer les 
fonctions biologiques dirigées par p6 6 Shc en aval des RTK. Ce volet in cellulo a été réalisé 
dans le contexte de cellules intestinales épithéliales normales (IEC-6 ) transformées par 
l’oncoprotéine Tpr-Met (Tpr-Met-IEC-6 ). 3. Déterminer l’effet de p6 6 Shc sur la 
tumorigenèse et la capacité à former des métastases des cellules épithéliales intestinales 
transformées par une oncoprotéine. Ce volet in vivo a été réalisé avec le même modèle 
cellulaire, les cellules Tpr-Met-IEC-6 .
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MATÉRIELS ET MÉTHODES
1. Vecteurs et ADN
Les vecteurs d’expression rétrovirale pLPCX (département d’anatomie et de biologie 
cellulaire, Université de Sherbrooke, Québec et Alexandra Abboud, Université de 
Sherbrooke) contenant les séquences codantes de p6 6 Shc WT, p6 6 Shc S/A (la sérine est 
substituée en alanine afin d’empêcher sa phosphorylation) ou p6 6 Shc S/D (la sérine est 
substituée en aspartate afin de mimer la phosphorylation par l’établissement de charges 
négatives) sont utilisés dans les transfections transitoires ainsi que pour les infections 
rétrovirales. Les séquences codantes sont précédées, en N-terminal, de l’épitope de 
l’hémagglutinine (HA). Les vecteurs d’origine proviennent de Dr. Yoshikuni Nagamine 
(Friedrich Miescher Institute for Biomédical Research, Basel, Suisse). Toutes les 
constructions de Tpr-Met et de CSF-Met sont contenues dans le vecteur d ’expression pXM 
et proviennent de Dr. Morag Park (Université McGill, Québec).
2. Culture cellulaire
À moins d’indication contraire, les cellules sont maintenues dans du milieu normal 
composé de DMEM contenant 4.5 g/L de glucose, L-glutamine et 110 mg/L dé sodium 
pyruvate (Dulbecco’s modified Eagle’s medium ; Invitrogen, CA) et supplémenté avec 
10 % de sérum (Fetal Bovine Sérum [FBS] ; GIBCO) et 50 pg/mL de gentamicine 
(WISENT, Qc), dans une atmosphère humidifiée de 5 % de CO2 à 37 °C. Le milieu de 
culture est remplacé par du frais à tous les deux jours et les passages sont effectués lorsque 
la confluence atteint 70 %. Le détachement des cellules est effectué par un traitement à la 
trypsine 0.25 % contenant 0.1 % EDTA (WISENT, Qc) et les cellules sont réensemencées 
dans un ratio de 1 : 1 0 .
2.1. Lignées cellulaires Tpr-Met-IEC-6
Les cellules épithéliales intestinales normales de rat (IEC-6 ) transformées par 
l’oncoprotéine Tpr-Met sont le modèle d’étude utilisé. Ces cellules ont été caractérisées 
dans notre laboratoire et sont un bon modèle pour l’étude des différents processus 
impliqués dans l’initiation et dans la progression des cancers en aval des RTK (Bemier et
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al., 2010). Tout d ’abord, les cellules Tpr-Met-IEC- 6  ont été générées par l’infection 
rétrovirale du vecteur pLXSN contenant l’ADN codant pour Tpr-Met, dans les IEC-6 . Suite 
à une sélection avec un antibiotique (néomycine), des lignées cellulaires stables ont été 
générées. Lorsque Tpr-Met est exprimé, ces cellules subissent une transformation cellulaire 
dénotée par l’acquisition d’une morphologie fibroblastique. Une augmentation de la 
prolifération cellulaire, une capacité de croître sans ancrage à la MEC et passé l’inhibition 
de contact, une formation de tumeurs et de métastases expérimentales ainsi qu’une 
induction de l’angiogenèse sont tous des phénomènes induits par la transformation des 
cellules IEC- 6  par Tpr-Met. Les cellules sont maintenues en conditions normales.
2.2. Génération des lignées cellulaires Tpr-M et-IEC -6  exprim ant pLPCX, 
p6 6 Shc WT, p6 6 Shc S/A ou p6 6 Shc S/D
Les lignées cellulaires Tpr-Met-IEC- 6  exprimant p 6 6 Shc ou ses mutants ou le vecteur vide 
pLPCX ont été générées par infections rétrovirales. Des clones des cellules Tpr-Met-IEC - 6  
ont tout d’abord été générés. Les cellules sont ensemencées à très basse confluence et 
laissées en culture jusqu’à ce qu’il y ait formation de colonies isolées. Le milieu de culture 
est changé à tous les deux jours. Des colonies isolées sont repiquées, ensemencées dans des 
plaques de culture de 24 puits et des expansions sont effectuées afin de générer des lignées 
cellulaires. Le niveau d’expression de Tpr-Met a été vérifié dans chacune des lignées 
générées, par immunobuvardage (IB) (voir le protocole dans la section 3.3) et le clone 
TF3.5 a été sélectionné (Figure 16).
2.2.1. Production des particules virales
Les cellules embryonnaires de rein humain HEK 293T (Human Embryonic Kidney, qui 
expriment l’antigène large T du virus SV40 permettant un haut niveau de réplication) ont 
été utilisées pour la production de particules virales contenant les vecteurs d’expression de 
pLPCX, HA-p6 6 Shc WT, HA-p6 6 Shc S/A et HA-p6 6 Shc S/D. Les cellules sont 
ensemencées à une densité de 400 000 cellules par pétris de 10 cm, dans du milieu normal. 
Le lendemain, 5 pg des vecteurs d ’intérêt sont co-transfectés avec 1 pg du vecteur pVPack- 
VSV-G (codant pour une protéine d’enveloppe virale) et 1 pg du vecteur pVPack-GP 
(codant pour les protéines virales Gag et Pol), en présence du réactif de transfection
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FuGENE® (Roche, USA) dans un ratio de 3 pL pour 1 pg d ’ADN et selon le protocole de 
compagnie. Le lendemain, le milieu de culture est changé pour du milieu frais et les 
cellules sont incubées 48 h dans les conditions normales. Par la suite, le milieu de culture 
est remplacé par du DMEM supplémenté avec 10 % de sérum FBS ayant subi l’inactivation 
du complément à la chaleur, 30 min à 65 °C (afin d ’éviter la lyse des cellules infectées) et 
les cellules sont incubées encore 48 h dans des conditions normales pour permettre la 
production des particules virales. Le milieu de culture est par la suite filtré à l’aide d’un 
filtre de PVDF ayant des pores de 0,45 pm (Millipore, Ireland) afin d ’éliminer les débris 
cellulaires et de récolter les virus, qui sont aliquotés et conservés à -80 °C.
2.2.2. Infections rétrovirales
Les cellules Tpr-Met-IEC- 6  sont ensemencées à une densité de 50 000 cellules/puits dans 
des plaques de culture de 6  puits, en présence de milieu normal. Le lendemain, le milieu de 
culture est enlevé et les cellules sont rincées avec du DMEM afin d ’enlever toute trace de 
sérum. Une quantité de 1 mL de suspension virale contenant 4 pg/mL de polybrène (Sigma 
Aldrich, Oakville, CA) est déposée sur les cellules qui sont incubées pendant 4 h dans des 
conditions de culture normales. Par la suite, lès puits sont complétés avec 4 mL de DMEM 
contenant 10 % de FBS inactivé à la chaleur. La sélection débute 48 h après l’infection, 
avec du milieu DMEM contenant 10 % de FBS, 5 pg/mL de gentamicine et 2 pg/mL de 
l’agent de sélection, la puromycine (WISENT, Qc), et se poursuit pendant deux semaines, 
en changeant le milieu à tous les deux jours. Par la suite, les cellules sont maintenues dans 
le même milieu de culture (DMEM contenant 10 % de FBS, 5 pg/mL de gentamicine et 2 
pg/mL de puromycine). La visualisation des cellules et la prise de photographies sont 
effectuées avec un microscope à contraste de phase.
3. Analyses protéiques
3.1. Transfections transitoires
Les cellules HEK293 sont ensemencées à une densité de 1,25 x 106 cellules / pétris de 
10 cm, dans du milieu normal. Le lendemain, 2,5 pg de chaque ADN à co-transfecter est 
mis en contact avec le réactif de transfection FuGENE® (Roche, USA) dans un ratio de 
3 pL pour 1 pg d’ADN, dans un total de 200 pL de DMEM, selon le protocole de
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compagnie. Le mélange d’ADN et de FuGENE® est ajouté à du milieu frais dans chaque 
pétris et les cellules sont incubées 48 h dans des conditions de culture normales, en 
changeant de milieu après 24h. Une privation en sérum de 16 h avec du milieu DMEM est 
effectuée avant la lyse cellulaire.
3.2. Préparation des lysats cellulaires
Les lysats cellulaires provenant des infections rétrovirales ou des transfections transitoires 
sont obtenus selon le même protocole. Suite à une privation en sérum de 16 h, les cellules 
sont lysées en présence du tampon Triton (50 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 10 % 
Glycérol, 0.5 % Triton X-100, 2 mM EDTA pH 8.0, L.5 mM MgCL) supplémenté avec 
différents inhibiteurs de protéases et de phosphatases juste avant son utilisation ( 1 0  pg/ml 
d’aprotinine et de leupeptine (Roche), 1 mM de PMSF ([phenylmethylsulfonyl fluoride], 
Roche) et de Na3VC>4 ([sodium vanadate], Fisher). La suspension cellulaire récoltée est 
incubée 15 min. sur glace et centrifugée 15 min à 13 000 rpm à 4 °C. Le surnageant 
contenant les protéines est récupéré et conservé à -80 °C. Les dosages protéiques sont 
effectués selon le protocole de réaction colorimétrique Bradford (Bradford, 1976) (Bio-Rad 
Laboratories, ON). Les courbes standards sont générées avec la protéine BSA {Bovine 
Sérum Albumine Fraction V; Roche).
3.3. Immunobuvardages
Lors de l’immunobuvardage des lysats cellulaires totaux (LCT), 50 pg d ’extraits protéiques 
sont solubilisés dans un tampon de chargement Laemmli à une concentration finale de 1 X 
(0.25 M Tris pH 6 .8 , 8  % SDS (sodium dodécyl sulfate), 30 %  Glycérol, 0,02 % bleu de 
bromophénol) contenant 0,1 M de DTT {dithiothreitol, Roche) comme agent réducteur, et 
ils sont bouillis pendant 3 min. Les extraits protéiques sont ensuite déposés sur gel de 
polyacrylamide 10 % et séparés par SDS-PAGE {PolyAcrylamide Gel Electrophoresis). 
Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane de nitrocellulose (GE Healthcare, 
UK). Le blocage de la membrane est effectué avec une solution protéique de 5 % de lait en 
poudre dans une solution 1 X de TBS {Tris Bujfer Saline ; 200 mM Tris, 137 mM Nacl, 0,5 
M EDTA, pH 8.0) à pH 7.6, contenant 0,1 % de Tween-20 (TBST). La membrane est par la 
suite mise en contact avec l’anticorps primaire spécifique à la protéine d ’intérêt, dilué dans
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le même tampon (TBST). La source, les concentrations d’anticorps, ainsi que le temps et la 
température d’incubation sont indiqués dans le Tableau 1. Suite à l’incubation avec 
l’anticorps primaire, les membranes sont rincées trois fois pendant 5 min avec le tampon 
TBST et incubées 1 h à la température de la pièce (TP°) avec l’anticorps secondaire 
spécifique (anti-souris [IgG provenant du mouton] ou anti-lapin [protéine A de 
Staphylococçus aureus]) couplé à l’enzyme HRP (Horseradish Reactive Peroxydase), dilué 
1/10 000 dans le TBST. Cette incubation est également suivie de trois lavages de 5 min 
avec le tampon TBST et les protéines sont révélées avec le réactif ECL (Enhanced 
Chemiluminescence) sur des films Hyperfilm™ ECL (GE Healthcare, UK).
Lors de la détection spécifique de la phosphorylation sur la Ser36 de p 6 6 Shc, les solutions 
d’anticorps sont préparées avec le même tampon que la solution de blocage, soit le tampon 
CPPT (0,5 % casein, 1 % PEG (Polyéthylène Glycol), 1 % Polyvinylpyrrolidone, 10 mM 
Tris-HCL, 150 mMNaCl, 0,1 % Tween-20).
Tableau 1. Liste des anticorps prim aires utilisés pour les im munobuvardages (IB) et 












pTyr-100 Souris 1/2000 TBST 2 h TP° Cell signaling
Met 148 Lapin 1/1000 TBST O/N 4 °C 1 pL Morag Park, 
Université 
McGill




Grb2 Souris 1/1000 TBST O/N 4 °C BD
Transduction
laboratories
Grb2 Lapin 2 pL Santa Cruz
P-actine Souris 1/10 000 TBST 30 min TP° Sigma
H A. 11 Souris 3 pL Covance
pSer36 Souris 1/1000 CPPT O/N 4 °C Invitrogen
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3.4. Immunoprécipitations
Des co-immunoprécipitations ont été effectuées afin d’observer les interactions entre deux 
protéines d ’intérêts. Tout d ’abord, 500 pg de lysats protéiques sont incubés avec l’anticorps 
choisi pendant environ 16 h (O/N ; Over Night), à 4 °C avec agitation. Les quantités 
d’anticorps utilisées sont indiquées dans le Tableau 1. Par la suite, 25 pL de billes de 
sépharose couplées à la protéine G (GE Healtcare), protéine provenant de la surface des 
streptocoques du groupe G permettant l’interaction avec les anticorps poly et monoclonaux, 
sont incubées pendant 1 h avec agitation à 4 °C en présence des protéines et de l’anticorps. 
Les billes sont précipitées par une centrifugation d ’une minute à 13 000 rpm et lavées trois 
fois avec le tampon de lyse Triton froid et supplémenté avec les inhibiteurs de protéases et 
de phosphatases (Apo/Leu, PMSF et NasVCL) afin d’éliminer les interactions non- 
spécifiques. Les billes sont bouillies 3 min en présence du tampon Laemmli 1 X afin de 
détacher les complexes anticorps-protéines des billes G. Les complexes protéiques sont par 
la suite détectés par immunobuvardages (IB).
4. Tests biologiques in cellulo
Les différents tests biologiques ont tous été effectués avec les cellules Tpr-Met-IEC - 6  
exprimant le vecteur vide pLPCX, p6 6 Shc WT, p6 6 Shc S/A ou p6 6 Shc S/D et les cellules 
sont toujours maintenues dans les conditions de culture normales, sauf indications 
contraires.
4.1. Courbe de croissance cellulaire
Les cellules sont ensemencées en triplicata dans des plaques de culture de 6  puits à une 
densité de 25 000 cellules / puits. À tous les jours, les cellules sont détachées à l’aide de la 
trypsine/EDTA, mises en suspension et comptées avec le compteur automatique "Countess" 
(Invitrogen, USA). Le milieu de culture n’est jamais changé pendant toute la durée de 
l’essai. Les résultats sont compilés et analysés avec le programme GraphPad Prism 5 
(licence Université de Sherbrooke).
3 6
4.2. Formation de foyers cellulaires
Les cellules sont ensemencées en triplicata dans des plaques de culture de 6  puits à une 
densité de 200 cellules / puits, mélangées à 400 000 cellules IEC- 6  (quantité suffisante de 
cellules pour former une monocouche). Le milieu de culture est changé à tous les deux 
jours et après 1 0  jours, lorsque les foyers sont bien formés, des photographies sont prises 
avec un microscope à contraste de phase. Les foyers sont par la suite fixés à la formaline 
10%, colorés au violet cristallisé (BioShop) et des photographies sont prises à 
1’ « alphalmager ». Le nombre de foyers est compté à l’aide du programme ImageJ 
(National Institute of Health, USA) et les résultats sont compilés et analysés avec le 
programme GraphPad Prism 5.
4.3. Analyse du cycle cellulaire et de l’apoptose
Les cellules sont ensemencées à la même densité que pour l’analyse des courbes de 
croissance cellulaire mais dans des pétris de 10 cm, soit 150 000 cellules / pétri. Après 
6  jours en culture, le milieu de culture est récolté puisque les cellules mortes doivent aussi 
être analysées. Les cellules adhérées sont détachées avec la trypsine/EDTA et remises en 
suspension avec du PBS 1 X ([Phosphate Buffer Saline], 137 mM NaCl, 2.7 mM KC1, 
10 mM Na2HPC>4, 1.8 mM KH2PO4, pH 7,4) contenant 2 % de FBS afin d ’inactiver la 
trypsine. Ces cellules sont mélangées avec le milieu de culture récolté et la suspension 
cellulaire est centrifugée 5 min à 1000 rpm à 4 °C. Le culot cellulaire est lavé et resuspendu 
dans 500 pL de PBS 1 X froid puis fixé avec 1,5 mL d’éthanol 100 % glacé et conservé à 
-20 °C, jusqu’à quatre mois. Pour la coloration de l’ADN à l’iodure de propidium ([PI], 
Sigma Aldrich), l’éthanol est retiré en centrifugeant les cellules 5 min à 3000 rpm en 
présence de 100 pL de FBS. Le culot cellulaire est lavé avec du PBS 1 X et resuspendu 
dans 500 pL de solution de coloration (PBS 1 X, 0,5 mg/mL de RNase A (Roche), 5 pg/mL 
de PI). Suite à une incubation de 30 min à 37 °C, la coloration est stable et les cellules sont 
analysées avec un cytomètre FACScan (Becton Dickinson, Mountain View, CA) équipé 
d’un laser à l’argon émettant une longueur d ’onde de 488 nm. La fluorescence émise est 
séparée selon : FL1 530 ± 15 nm (vert), FL2 585 ± 21 nm (orange), et FL3 >650 nm 
(rouge). Un minimum de 10 000 événements est comptabilisé pour chaque expérience. Les 
débris et les amas cellulaires sont exclus des analyses. La fluorescence du PI est collectée
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par le FL2. La distribution de l’intensité de la fluorescence est analysée avec le programme 
CellQuest et les pourcentages de cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire sont 
calculés à l’aide du programme ModFit (Verity Software House, Topsham, ME). Les 
données sont également analysées avec le programme GraphPad Prism 5.
4.4. Croissance dans l’agar mou
Le fond des puits d’une plaque de 6 puits est recouvert d’une couche de 0,6 % d’agar 
contenant du DMEM 2 X (la quantité de glucose, de L-glutamine et de sodium pyruvate est 
doublée) et 10 % de FBS. Cette couche est solidifiée pendant 1 h à TP °. Les cellules sont 
ensemencées à une densité de 5 000 cellules / 2 mL d’agar 0,3 % contenant du DMEM 2 X, 
directement sur la couche d’agar 0,6 %. Après une semaine d’incubation à 37 °C en 
conditions normales, les colonies formées sont photographiées à l’aide d’un microscope à 
contraste de phase. Par la suite, la coloration des cellules vivantes est effectuée pendant 3 h 
à 37 °C avec une solution de 1 mg/mL de MTT [(3-4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl- 
2H-tetrazolium Bromide ; Calbiochem, Gibbstown, NJ, USA]. L’activité mitochondriale 
des cellules vivantes entraîne une réduction chimique du MTT qui se traduit par 
l’apparition d ’un composé insoluble bleu. Les colonies sont ensuite comptées avec le 
programme ImageJ et les données sont analysées avec le programme GraphPad Prism 5.
4.5. Survie en suspension
Tout d’abord, les puits d’une plaque de culture 24 puits sont recouverts d ’une couche de 
PolyFIema ([2-hydroxyethylmethacrÿlate], Sigma) à une concentration de 10 mg/mL dans 
l’éthanol 100 %. Deux couches de 200 pL sont appliquées dans chaque puits, et un temps 
de séchage de 2h sous les UV est alloué après chaque couche. Les puits sont rincés avec du 
PBS 1 X stérile avant l’ensemencement des cellules à une densité de 1.25 x 10s cellules / 
puits dans un volume de 500 pL de DMEM sans rouge de phénol. Les cellules sont 
ensemencées en triplicata dans une plaque contenant du polyHema et dans une plaque sans 
polyHema, qui sera le contrôle de survie des cellules. Suite à l’incubation de 16 h ou de 
72 h dans des conditions de culture normales, 500 pL de solution de réaction contenant
0.5 mg/mL de XTT (Invitrogen) et 3.75 pg/mL de PMS (Sigma) dans du PBS 1 X est 
ajouté à tous les puits, avec ou sans polyHema. Une réaction mitochondriale métabolise le
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XTT [2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide] en un 
composé orange soluble, en présence de l’accepteur d ’électron PMS [Phenazine 
methosulfate], ce qui permet la détection des cellules vivantes. La réaction colorimétrique 
est dosée à une longueur d’onde de 490 nm après 30 min d’incubation à 37°C et les 
données sont analysées avec le programme GraphPad Prism 5.
5. Essais de tumorigenèse in vivo
Les essais de tumorigenèse et de métastases expérimentales sont réalisés selon un protocole 
de manipulation des animaux approuvé par le comité de la santé animale de l’Université de 
Sherbrooke, et en accord avec le Guide Canadien pour les soins et l’utilisation des animaux 
de laboratoire. De façon sous-cutanée, 106 cellules dans 100 pL de DMEM sont injectées 
dans des souris nues femelles (CD1 nu/nu, Charles River) âgées de 4 à 5 semaines. Pour 
chaque type cellulaire, trois souris sont injectées du côté droit et du côté gauche, pour un 
total de 6 injections. La taille des tumeurs est mesurée périodiquement et le volume des 
tumeurs est calculé en utilisant la formule du volume d ’un ellipsoïde [V= 4/3 x 
(1/2xL/2xL/2) x ;i, où 1 est la longueur et L, la largeur]. Les souris sont eüthanasiées avant 
que le volume des tumeurs n’atteigne 1 cm3 ou au moindre signe d’ulcération des tumeurs. 
Les données sont analysées avec le programme GraphPad Prism 5.
6. Essais de formation de métastases expérimentales in vivo
Pour l’essai de formation de métastases expérimentales au foie, 106 cellules dans 100 pL de 
.DMEM sont injectées de façon intra-splénique lorsque les souris sont sous anesthésie. Pour 
chaque type cellulaire, quatre souris ont été injectées. Les animaux sont euthanasiés 
aussitôt qu’une détresse respiratoire ou qu’une perte de poids est observée. Les foies, ou 
tout autre tissu ayant potentiellement des métastases, sont extraits et photographiés.
7. Analyses statistiques
À moins d’indications contraires, tous les tests statistiques de comparaisons sont effectués 
par le test statistique lway ANOVA suivi du test de comparaison « Tukey's Multiple 
Comparison Test », et avec le programme GraphPad Prism 5. Les barres d’erreurs sont 
générées en calculant soit la SD (Standard Déviation), soit la SEM {Standard Error o f  the
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Meari), dépendamment du nombre d’essais effectués. Cette information se retrouve dans la 
légende des figures. Les seuils de signifïcativité proviennent des critères de 




1. Étude des interactions protéiques et des voies de signalisation en aval de
l’oncoprotéine Tpr-M et lors de la surexpression de p66Shc.
Aucun modèle unique n’est encore proposé quant aux mécanismes d’interaction de p66Shc 
associés au rôle antagoniste à p52Shc. Les interactions protéiques en aval de l’oncoprotéine 
Tpr-Met ont donc été vérifiées dans le contexte d’expressions transitoires de Tpr-Met et de 
p66Shc dans les cellules HEK293, puisque tout ce qui est connu jusqu’à maintenant repose 
sur des expériences effectuées avec l’isoforme p52Shc. Étant donné que la phosphorylation 
de la Ser36 joue un rôle important dans l’induction de l’apoptose en aval de p66Shc, 
différents mutants ont été utilisés : l’isoforme p66Shc sous sa forme sauvage (p66Shc WT), 
le mutant ayant la Ser36 substituée en alanine afin d’empêcher sa phosphorylation 
(p66Shc S/A) et le mutant ayant la Ser36 substituée en aspartate, amenant des charges 
négatives mimant la phosphorylation (p66Shc S/D).
1.1. L’expression et les niveaux de phosphorylation sur tyrosines et sur la Ser36 de 
p66Shc sont augmentés en présence de l’oncoprotéine Tpr-Met.
Il est maintenant accepté que p66Shc est phosphorylé sur tyrosines suite à la stimulation 
des RTK. L’effet de Tpr-Met sur p66Shc a donc été vérifié. Tout d ’abord, les niveaux 
d’expression et de phosphorylation ont été déterminés par des immunobuvardages (IB) en 
utilisant des anticorps dirigés spécifiquement contre les protéines d’intérêts. Il est 
premièrement observé que l’expression de Tpr-Met n’est pas influencée par p66Shc, et est 
indépendante de la phosphorylation sur la Ser36. Une augmentation du niveau d ’expression 
de p66Shc est remarquée en présence de Tpr-Met (Figure 10), alors que le niveau 
d’expression de la protéine Grb2 demeure constant. L’expression de Tpr-Met induit 
également la phosphorylation sur tyrosines de plusieurs protéines, comme le démontre l’IB 
pTyr. À 75 kDa se retrouve HA-p66Shc et à 65 kDa se retrouve Tpr-Met. Les niveaux de 
phosphorylation sur tyrosines de Tpr-Met ainsi que des mutants de p66Shc ne sont pas 
influencés par leur co-expression respective. Comme dans tous les IB effectués sur les 
lysats cellulaires totaux (LCT), le niveau d’actine est vérifié comme contrôle de 
chargement des puits.
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Afin de mieux visualiser les niveaux de phosphorylation sur tyrosines, des 
immunoprécipitations (IP) ont été effectuées. L’IP de Tpr-Met suivie de l’IB dirigé contre 
les pTyr démontre bien que sa phosphorylation n’est pas influencée par l’expression de 
p66Shc et des mutants (Figure 11 A). Comme pour toutes les IP, un IB dirigé contre la 
protéine précipitée est effectué afin de valider que les quantités protéiques sont constantes 
dans chaque puits. L ’IP de l’étiquette HA, afin de précipiter spécifiquement les protéines 
p66Shc exogènes, suivie de l’IB pTyr, démontre que p66Shc est phosphorylé sur tyrosines 
seulement en présence de Tpr-Met et que cette phosphorylation n’est pas dépendante de la 
Ser36 (Figure 11 A). L’IB Shc suggère encore une fois que l’expression de p66Shc est 
augmentée en présence de Tpr-Met. L’absence totale de phosphorylation sur tyrosines en 
absence de Tpr-Met indique que l’augmentation de phosphorylation de p66Shc n’est pas la 
conséquence du niveau plus élevé de l’expression de p66Shc induit par Tpr-Met.
Afin de vérifier si l’expression de Tpr-Met permet la phosphorylation de la Ser36 du 
domaine CH2 de p66Shc, un IP HA suivie d ’un IB utilisant un anticorps dirigé 
spécifiquement contre la pSer36 ont été effectués. La phosphorylation sur la Ser36 de la 
forme sauvage de p66Shc (p66Shc WT) est visible en présence ainsi qu’en absence de Tpr- 
Met (Figure 11B). Dans ce modèle, la phosphorylation de la Ser36 semble être 
constitutive. L’anticorps ne reconnaît pas le mutant de p66Shc qui mime la phosphorylation 
sur la Ser36. La densitométrie effectuée (ratio d’intensité de la bande représentant le niveau 
de phosphorylation de la Ser36 sur celle représentant l’expression totale de p66Shc) 
démontre que le niveau de phosphorylation sur sérine est augmenté en présence de Tpr-Met 
(Figure 11C). L’expression de Tpr-Met induit la phosphorylation sur tyrosines de p66Shc, 
augmente son niveau d’expression ainsi que son niveau basai de phosphorylation sur la 
sérine 36 de son domaine CH2. Comme Tpr-Met est une protéine de type tyrosine kinase, il 
ne peut être l’enzyme responsable de la phosphorylation de la Ser36. Il peut cependant 
permettre l’activation d’une certaine sérine/thréonine kinase qui elle, en serait responsable.
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Figure 10. L’expression de Tpr-Met augmente le niveau d ’expression de p66Shc et 
induit sa phosphorylation sur tyrosines.
Les protéines sont exprimées par transfections transitoires dans les cellules HEK293. Deux 
jours après la transfection, les cellules sont privées en sérum pendant 16 h. Les lysats 
cellulaires totaux (LCT) sont ensuite visualisés sur gel SDS-PAGE. Le même protocole a 
été effectué pour tous les prochains IB présentés. Les niveaux d ’expression et de 
phosphorylation des différentes protéines sont vérifiés par immunobuvardages (IB). Tpr- 
Met migre à un poids moléculaire d’environ 65 kDa tandis que HA-p66Shc migre à un 
poids moléculaire d’environ 75 kDa. Le niveau d’expression endogène de la protéine Grb2 
(25 kDà) a aussi été vérifié. Le niveau d’actine (42 kDa) a été vérifié en guise de contrôle 
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Figure 11. Tpr-M et induit la phosphorylation su r tyrosines de p66Shc et augm ente sa 
phosphorylation sur la sérine 36.
Les lysats cellulaires provenant des HEK293 exprimant transitoirement les protéines sont 
immunoprécipités en présence des anticorps indiqués. Les niveaux de phosphorylation sont 
déterminés par IP suivies d ’IB. (A) IP de Met (anticorps Met 148) suivi d’un IB dirigé 
contre les pTyr. IP de l’étiquette HA, suivi de l’IB pTyr. (B) IP de l’étiquette HA, suivie 
d’un IB dirigé spécifiquement contre la sérine phosphorylée en position 36 (pSer36). (C) 
Densitométrie représentant l’augmentation du niveau de phosphorylation sur la sérine 36 en 
présence de Tpr-Met, comparativement au niveau d ’expression total de p66Shc en absence 
de Tpr-Met. Les IB sont représentatifs d ’au moins trois expériences indépendantes et la 
densitométrie provient d’une seule expérience.
1.2. La protéine p66Shc s’associe constitutivement à Tpr-Met et recrute Grb2 
dépendamment de sa propre phosphorylation sur tyrosines
L’association phosphotyrosine-dépendante de p52Shc à Tpr-Met via son domaine PTB est 
bien caractérisée. Il est également proposé que la phosphorylation sur la Ser36 de p66Shc 
dissocie le complexe p66Shc/Grb2/SOS des RTK (Okada et al., 1997). Comme la Ser36 
semble constitutivement phosphorylée, l’association de p66Shc et des mutants p66Shc S/A 
et S/D à Tpr-Met a été vérifiée. L’IP de HA-p66Shc suivie de l’IB de Met démontre que 
p66Shc s’associe à Tpr-Met indépendamment de la phosphorylation sur la sérine 36 
(Figure 12). De plus, l’IB de Grb2 provenant de la même IP démontre que Grb2 s ’associe
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seulement à la forme phosphorylée sur tyrosines de p66Shc puisqu’aucune interaction n’est 
présente lorsque Tpr-Met n’est pas exprimé. Ceci démontre que l’interaction entre Grb2 et 
p66Shc est dépendante de la phosphorylation sur tyrosines de p66Shc, comme dans le cas 
de p52Shc.
L’interaction entre Tpr-Met et p66Shc est également démontrée par la co-lP réciproque 
(Figure 12). Etonnamment, une bande est présente au poids moléculaire de HA-p66Shc 
dans 1TB de Shc suite à l’IP de Met, en absence de Tpr-Met. Des contrôles sont 
systématiquement effectués afin d ’assurer qu’il ne s’agit pas de bandes non-spécifiques 
provenant de l’interaction entre les billes et l’anticorps ou entre les billes et les lysats 
protéiques (résultats non montrés). De plus, l’anticorps M etl48 reconnaît un épitope du 
domaine cytoplasmique à l’extérieur des deux résidus tyrosines conservés, également 
retrouvé sur le récepteur Met endogène. La protéine p66Shc peut donc s ’associer à la forme 
non-phosphorylée endogène du récepteur Met. Tout d’abord, l’expression endogène du 
récepteur Met dans les cellules HEK293 a été vérifiée par une IP de Met suivie d’un IB 
dirigé contre Met (Figure 13A). Le récepteur Met endogène a un poids moléculaire de 
145 kDa. Lors de migration sur gel SDS-PAGE, deux bandes peuvent être présentes en 
raison du retard sur gel causé par l’association de la sous-unité a  à la sous-unité [3 du 
récepteur (Bottaro et a l, 1991). L’expression du récepteur Met endogène n ’est pas affectée 
par l’expression de Tpr-Met et de p66Shc. Le récepteur endogène n ’est pas activé donc 
n’est pas phosphorylé sur tyrosines. Ce fait est confirmé par l’IB dirigé contre les pTyr, où 
aucune bande n’est présente.
Des mutants de l’oncoprotéine Tpr-Met ont été utilisés afin de vérifier l’interaction 
phosphotyrosine-indépendante entre p66Shc et Met. Tout d’abord, un mutant où les deux 
résidus tyrosines (Y482 et Y489), essentiels aux fonctions biologiques, ont été substitués en 
phénylalanines pour empêcher leur phosphorylation (Tpr-Met 2F), ainsi qu’un mutant où le 
domaine kinase a été inactivé (Tpr-Met KD) afin d’empêcher toute phosphorylation sur 
tyrosines. Les différents mutants de Tpr-Met sont co-exprimés avec HA-p66Shc WT dans 
les cellules HEK293. Les mutants de p66Shc n’ont pas été utilisés puisque la 
phosphorylation de la Ser36 ne semble pas influencer l’interaction pTyr-indépendante avec
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Figure 12. La protéine p66Shc s’associe à Tpr-M et et à Grb2, indépendam m ent de sa 
phosphorylation sur sérine 36.
Les lysats cellulaires provenant des HEK293 exprimant transitoirement les protéines sont 
immunoprécipités en présence des anticorps indiqués. Les interactions sont démontrées par 
FIP de HA-p66Shc suivie des IB dirigés contre Tpr-Met et Grb2. La co-IP réciproque a 
également été effectuée (IP de Met suivie d ’IB dirigé contre Shc). L ’association 
phosphotyrosine-indépendante de Tpr-Met à p66Shc est présente dans le panneau de l’IP 
Met suivie de l’IB Shc, en absence de Tpr-Met. Ces résultats sont représentatifs d’au moins 
trois expériences indépendantes.
Tpr-Met (Figure 12). Les niveaux d’expression ont tout d’abord été vérifiés par des IB sur 
les LCT (Figure 13B). Le niveau d’expression des différents mutants de Tpr-Met n’est pas 
influencé par l’expression de p66Shc, dont l’expression demeure constante. Les mutants 
Tpr-Met 2F et Tpr-Met KD migrent plus bas sur le gel, à cause d ’une diminution du 
nombre de résidus tyrosines phosphorylés. Les niveaux de phosphorylation sont détectés 
par un IB dirigé contre les pTyr. Aucune protéine n’est phosphorylée sur tyrosines en 
présence de Tpr-Met KD et p66Shc est phosphorylé sur tyrosines en présence de Tpr-Met 
WT et Tpr-Met 2F. L’IP de Met suivie de l’IB dirigé contre p66Shc confirme que p66Shc 
se lie aux formes non-phosphorylées sur tyrosines de Tpr-Met (Tpr-Met 2F et Tpr-Met 
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Figure 13. L ’association de p66Shc à Tpr-M et est indépendante de la phosphorylation 
sur tyrosines de Tpr-M et.
Les lysats cellulaires provenant des HEK293 exprimant transitoirement les protéines sont 
visualisés sur gel SDS-PAGE ou immunoprécipités avec les anticorps indiqués. (A) La 
présence du récepteur Met endogène est démontrée par l’IP Met suivie de l’IB Met. L’IB 
pTyr démontre que le récepteur endogène n’est pas phosphorylé sur tyrosines. (B) 
Différents mutants de Tpr-Met ont été co-exprimés avec p66Shc. Les niveaux d ’expression 
ont été vérifiés par IB (panneaux de gauche) et les interactions ont été analysées par l’IP de 
Met suivie d’un IB dirigé contre Shc (panneaux de droite). L’IB dirigé contre pTyr 
démontre que le domaine kinase est inactif dans le mutant Tpr-Met KD. Ces résultats sont 
représentatifs d’au moins trois expériences indépendantes.
1.3. L’expression de p66Shc diminue l’interaction entre Grb2 et Tpr-Met.
Le premier modèle supportant le rôle antagoniste à p52Shc attribué à p66Shc suggère que 
l’expression et la phosphorylation sur Ser36 de p66Shc mènent à la dissociation de Grb2 
aux RTK (Okada et al., 1997). L’interaction entre Grb2 et Tpr-Met a donc été vérifiée en 
présence de p66Shc. L’IP de Met suivie de l’IB dirigé contre Grb2 démontre que 
l’association entre Grb2 et Tpr-Met est fortement diminuée en présence de p66Shc et ce,
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indépendamment de la phosphorylation sur la Ser36 (Figure 14). Cette perte d’interaction 
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Figure 14. L ’expression de p66Shc diminue le recrutem ent de Grb2 à Tpr-M et.
Les lysats cellulaires provenant des HEK293 exprimant transitoirement les protéines sont 
immunoprécipités avec les anticorps indiqués. La diminution du recrutement de Grb2 à 
Tpr-Met en présence de p66Shc est démontrée par l’IP de Met suivie d’un IB dirigé contre 
Grb2. La co-IP réciproque (IP de Grb2, suivie d’IB dirigé contre Met) a également été 
effectuée pour confirmer la perte d’interaction. Ces résultats sont représentatifs d ’au moins 
trois expériences indépendantes.
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Figure 15. La diminution de l’interaction entre Met et Grb2 en présence de p66Shc est 
également présente dans un contexte membranaire.
Les lysats cellulaires provenant des HEK293 exprimant transitoirement les protéines sont 
visualisés sur gel SDS-PAGE ou immunoprécipités avec les anticorps indiqués. (A) Les 
niveaux d’expression et de phosphorylation des différentes protéines sont vérifiés par des 
IB sur les LCT. (B) La perte d ’interaction entre Tpr-Met ou CSF-Met et Grb2 en présence 
de p66Shc est observée par l’IP de Met suivie d’un IB dirigé contre Grb2. L ’interaction 
avec p66Shc est aussi révélée (IB Shc), ainsi que le niveau de phosphorylation de Tpr-Met 
et CSF-Met (IB pTyr). Ces résultats sont représentatifs d’au moins deux expériences 
indépendantes.
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1.4. L’expression de ,p66Shc induit les mêmes effets dans le contexte d ’une forme 
membranaire du récepteur Met.
Comme Tpr-Met est une oncop'rotéine cytoplasmique (Rodrigues et Park, 1993) et que 
plusieurs voies de signalisation requièrent une localisation à la membrane cellulaire, il est 
important de vérifier si les interactions précédemment démontrées ont également lieu dans 
un contexte membranaire. Une variation du récepteur Met, contenant les domaines 
transmembranaire et intracellulaire du récepteur Met fusionnés au domaine extracellulaire 
du récepteur de CSF-1, a été utilisée (Zhu et a i, 1994b). Les mêmes mutants que pour Tpr- 
Met ont également été exprimés transitoirement, soit CSF-Met WT, CSF-Met 2F et CSF- 
Met KD. La Figure 15 compare les interactions en présence des mutants de Tpr-Met et de 
CSF-Met. Les niveaux d’expression ont tout d ’abord été vérifiés par des IB sur les LCT 
(Figure 15A). Les niveaux d’expression des différents mutants de Tpr-Met et de CSF-Met 
ne sont pas affectés par l’expression de p66Shc, qui conserve lui-même un niveau 
d’expression constant. Comme attendu, l’IP de Met suivie de PIB dirigé contre Grb2 
(Figure 15B) confirme la forte diminution d’interaction entre Grb2 et CSF-Met en 
présence de p66Shc. Il faut ici se fier à la bande présente au bas du gel, celle au-dessus 
représentant la chaîne légère de l’anticorps utilisé pour l’IP (représentée IgG dans la 
figure). De plus, PIB dirigé contre Shc sur cette même IP confirme une interaction 
constitutive, indépendante de la phosphorylation sur tyrosines de Met, entre p66Shc et Met, 
comme obtenu avec les mutants de Tpr-Met. Ces résultats démontrent que p66Shc empêche 
le recrutement de Grb2 au récepteur Met et s’associe de manière pTyr-indépendante au 
domaine cytoplasmique de Met, que ce dernier se retrouve ou non à la membrane.
2. Étude du rôle de p66Shc dans les fonctions biologiques induites par l’oncoprotéine 
Tpr-Met dans les cellules épithéliales intestinales IEC-6.
Les expériences de structure et de fonction démontrent que l’expression de p66Shc diminue 
fortement l’interaction entre Grb2 et Tpr-Met. Étant donné que l’association de Grb2 au 
récepteur Met est une étape clé dans les processus biologiques induits par ce récepteur 
(Fixman et al., 1996; Maina et al., 1996), le rôle de l’expression de p66Shc dans des 
cellules épithéliales intestinales normales transformées par l’oncoprotéine Tpr-Met (cellules 
Tpr-Met-IEC-6) a été caractérisé in cellulo par différents essais biologiques. Ces cellules
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possèdent plusieurs caractéristiques de cellules cancéreuses comme une augmentation de la 
prolifération, une capacité de croître sans ancrage à la MEC, une capacité de migration, 
ainsi qu’une capacité à former des tumeurs et des métastases in vivo (Bemier et a l,  2010). 
Les mutants p66Shc S/A et S/D ont également été caractérisés dans ce contexte, puisque la 
phosphorylation de la Ser36 est requise pour le rôle antagoniste à p52Shc ainsi que pour 
l’induction de l’apoptose suite aux stress oxydatifs.
2.1. L’expression de p66Shc induit un léger changement de morphologie des cellules 
Tpr-Met-IEC-6.
Tout d’abord, des clones des cellules Tpr-Met-IEC-6 ont été générés afin de s ’assurer d’un 
niveau d’expression de Tpr-Met constant pour tous les essais. Le niveau d’expression de 
Tpr-Met a été vérifié par IB sur les LCT et le clone TF3.5 a été choisi (Figure 16A) selon 
son niveau de transformation morphologique (résultats non montrés). Par la suite, les 
mutants de p66Shc ont été exprimés dans ces cellules par infection rétrovirale et, suite à la 
sélection, une population cellulaire stable a été conservée (voir la section MATERIELS ET 
MÉTHODES pour les détails). Les niveaux d ’expression et de phosphorylation sur 
tyrosines des différentes protéines ont été vérifiés par IB sur les LCT (Figure 16B). 
Comme attendu, la présence des mutants de p66Shc n’a pas d’influence sur le niveau 
d’expression de Tpr-Met et de Grb2, et les différents mutants sont exprimés à un niveau 
constant. Comme le recrutement de Grb2 à Tpr-Met est requis pour induire la 
transformation cellulaire (Fixman et a l ,  1996), la morphologie des cellules exprimant 
p66Shc a été observée par microscopie à contraste de phase, à basse et à haute confluence 
(Figure 16C et D). Un léger changement de morphologie est apparent en présence de 
p66Shc WT, à haute confluence. En fait, les cellules semblent plus rondes, ce qui pourrait 
éventuellement représenter une réversion de la transformation induite par Tpr-Met. Ce léger 
changement de morphologie est peu ou pas apparent dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 
exprimant p66Shc S/A ou S/D. L’implication biologique de cette morphologie reste à être 
déterminée.
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2.2. L ’expression de p66Shc dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 induit une diminution de 
la croissance cellulaire, au-delà de la confluence.
Comme il a été démontré que l’isoforme p66Shc diminue la prolifération des cellules en 
aval de l’IGFR (Xi et al., 2008), des décomptes cellulaires ont été effectués pour les 
cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant ou non les mutants de p66Shc. Les cellules ont été mises 
en culture en présence de 10% de sérum et comptées à tous les jours, sur 7 jours. Les 
courbes de croissance sont par la suite reportées sur un graphique (Figure 17A). Une 
différence dans le nombte de cellules est observable après seulement 3 jours, ce qui 
correspond au nombre de jours nécessaires à l’atteinte de la confluence. Une diminution de 
la croissance cellulaire post-confluence est observée dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 
exprimant p66Shc WT, comparativement aux cellules contrôles exprimant seulement le 
vecteur vide (pLPCX), et de manière encore plus marquée lorsque le mutant p66Shc S/A 
est exprimé. Étonnamment, l’expression de p66Shc S/D semble augmenter la croissance 
cellulaire après 7 jours, bien qu’elle ait diminué entre les jours 3 et 5. Afin de quantifier les 
effets observés, les décomptes cellulaires ont été normalisés par rapport au nombre de 
cellules Tpr-Met-IEC-6 contrôles, qui est représenté par une ligne pointillée au niveau de 
100% sur le graphique (Figure 17B). Cette méthode de standardisation sera utilisée pour 
tous les autres essais. Seulement les décomptes cellulaires à pré-confluence (j°ur 1), à 
confluence (jour 3) et à post-confluence (jour 6) sont présentés sur le graphique. Une 
diminution significative de la croissance cellulaire est observée au jour 3 et au jour 6 dans 
les cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant p66Shc WT, S/A et également S/D, mais à un niveau 
moindre. L’augmentation du nombre de cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant p66Shc S/D par 
rapport aux cellules exprimant p66Shc S/A et également significative (représentée par # sur 
le graphique). L’expression de p66Shc dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 contribue donc à la 
diminution de la croissance cellulaire au-delà de la confluence et la phosphorylation 
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Figure 16. Expression de p66Shc W T, S/A et S/D dans les cellules Tpr-M et-IEC-6 et 
observation de la morphologie cellulaire par microscopie à contraste de phase.
Des lignées cellulaires stables de Tpr-Met-IEC-6 exprimant p66Shc (WT, S/A ou S/D) ou 
le vecteur d’expression vide (pLPCX) ont été générées par infection rétrovirale. Les 
cellules ont ensuite été lysées et les LCT visualisés sur gel SDS-PAGE. (A) Niveau 
d’expression de Tpr-Met dans différents clones de cellules Tpr-Met-IEC-6. Le clone TF3.5 
a été sélectionné pour les infections rétrovirales avec p66Shc. (B) IB des LCT provenant 
des cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant p66Shc WT, S/A ou S/D. Les cellules en culture ont 
été visualisées par microscopie à contraste de phase à basse (C) ou à haute (D) confluence. 
Le changement de morphologie est apparent lorsque p66Shc WT est exprimé. Ces résultats 
sont représentatifs d’au moins trois expériences indépendantes.
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2.3. La Ser36 de p66Shc est phosphorylée à l’atteinte de la confluence et son niveau 
augmente au cours du temps.
Plusieurs stress sont responsables de la phosphorylation de la Ser36 du domaine CH2 de 
p66Shc et cette phosphorylation est essentielle à certains processus biologiques comme 
l’induction de l’apoptose et l’inhibition de la voie MAPK (Section 2 de l’introduction). Il 
est donc important de vérifier l’état de la phosphorylation de la Ser36 dans le modèle 
cellulaire utilisé. Les cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant les mutants de p66Shc ont été 
lysées à différents jours suite à l’ensemencement et le niveau de phosphorylation déterminé 
par une IP de l’étiquette HA suivie d’un IB dirigé spécifiquement contre la pSer36 
(Figure 18A). La phosphorylation débute au jour 3, soit à l’atteinte de la confluence, et le 
niveau est augmenté au jour 6. La bande au-dessus de celle du niveau d’expression total 
dans les puits p66Shc WT (IB : Shc) représente probablement une forme phosphorylée de 
p66Shc. La quantification a été effectuée par densitométrie, par rapport au niveau 
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Figure 17. L ’expression de p66Shc dans les cellules Tpr-M et-IEC-6 induit une 
diminution de la croissance cellulaire, au-delà de la confluence.
La croissance cellulaire a été analysée par décomptes cellulaires, sur 7 jours. (A) Graphique 
du nombre de cellules par rapport au nombre de jours en culture. La confluence est atteinte 
à partir du jour 3. Le graphique est représentatif d’au moins trois expériences 
indépendantes. (B) Le nombre de cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant p66Shc (WT, S/A ou 
S/D) a été normalisé par rapport aux nombre de cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant le 
vecteur d’expression vide (pLPCX), représenté par la ligne pointillé à 100% sur le 
graphique. Seulement les jours à pré-confluence, confluence et post-confluence sont 
représentés (jour 1, jour 3 et jour 6 respectivement). Voir la légende des valeurs 
significatives (*) dans la section MATÉRIELS ET MÉTHODES ; n = 2 en triplicata. Les 
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Figure 18. La phosphorylation de la Ser36 de p66Shc débute à l’atteinte de la 
confluence et augmente au cours du temps.
Les cellules Tpr-Met-IEC-6 ont été récoltées et lysées après 1 jour, 3 jours ou 6 jours. (A) 
Le niveau de phosphorylation de la sérine 36 sur p66Shc a été vérifié par PEP de l’étiquette 
HA suivie de l’IB dirigé spécifiquement contre la pSer36. (B) La densitométrie démontre le 
niveau de phosphorylation de la Ser36 par rapport au niveau total d’expression de p66Shc. 
Les résultats sont représentatifs d’au moins trois expériences indépendantes et la 
densitométrie est effectuée sur une seule expérience.
2.4. L’expression de p66Shc dans les cellules Tpr-Met-IÈC-6 n’a pas d’effet sur la 
capacité à former des foyers au-delà de la confluence.
L’inhibition de croissance par contact cellule-cellule est un processus important pour le 
maintien de l’homéostasie des tissus normaux et est souvent abolie dans les cellules 
cancéreuses (Hanahan et Weinberg, 2011). Comme une diminution de la croissance a été 
observée lors de l’expression de p66Shc dans les cellules Tpr-Met-IEC-6, leur effet sur la 
capacité de croître malgré l’inhibition de contact a été vérifié. Un essai de formation de 
foyers sur une couche de cellules IEC-6 normales a été effectué avec les cellules exprimant
5 6
p66Shc WT ou le vecteur vide pLPCX. Les foyers formés après 10 jours en culture ont été 
visualisés par microscopie à contraste de phase (Figure 19A) et dénombrés suite à une 
coloration au violet cristallisé (Figure 19B). Aucune différence significative n’a été 
observée entre le nombre et la morphologie des foyers formés par les cellules Tpr-Met- 
IEC-6 contrôles et celles exprimant p66Shc WT. Ces résultats indiquent que la diminution 
de la croissance observée suite à l’expression de p66Shc n’est pas due à l’inhibition de 
croissance par contact cellule-cellule.
A
IEC-6 Tpr-Met IEC-6 + pLPCX Tpr-Met IEC-6 + p66Shc WT-
87,4 ± 10,3 foyers 82,8 ± 10,8 foyers
Figure 19. L ’expression de p66Shc dans les cellules Tpr-M et-IEC-6 n ’a pas d ’effet sur 
leur capacité à form er des foyers, passé la confluence.
Représentation des foyers formés après 10 jours en culture sur un tapis de cellules IEC-6 
normales par microscopie à contraste de phase (A) et suite à une coloration au violet 
cristallisé (B). Le panneau de gauche représente un tapis de cellules IEC-6 où aucune 
formation de foyer n’est observée. Le panneau du centre représente les cellules Tpr-Met- 
IEC-6 contrôles et le panneau de droite représente les cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant 
p66Shc WT. La grosseur des foyers n’est pas affectée par p66Shc et la différence entre le 
nombre formé n’est pas significative. La moyenne du nombre de foyers formés pour trois 
expériences indépendantes est de 87,4 ± 10,3 foyers pour les cellules Tpr-Met-IEC-6 
contrôles et de 82,8 ± 10,8 foyers pour les cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant p66Shc WT. 
Les photographies sont représentatives de trois expériences indépendantes.
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2.5. L’expression de p66Shc induit l’apoptose à post-confluence des cellules Tpr-Met- 
IEC-6
Afin d’expliquer la diminution de la croissance cellulaire, la capacité de p66Shc à induire 
l’apoptose passé la confluence a été vérifiée. Les cellules Tpr-Met-IEC-6 contrôles et 
exprimant p66Shc WT ont été récoltées 6 jours après l’ensemencement et un marquage de 
l’ADN à l’iodure de propidium a permis d ’analyser le cycle cellulaire par cytométrie de 
flux. L’expression de p66Shc n’influe pas sur le cycle cellulaire général (Figure 20A et B). 
En fait, aucune différence significative n ’est observée pour le pourcentage de cellules en 
phase G0-G1, G2-M et S dans les deux conditions cellulaires. Le pourcentage de cellules 
apoptotiques a été calculé en utilisant la population de cellules situées en dessous de la 
population de cellules diploïdes (2n), représentées dans l’encadré inférieur gauche du 
graphique de dispersion des cellules (Figure 20C). Le nombre de cellules composant cette 
population est divisé par le nombre de cellules total et reporté en pourcentage sur un 
graphique (Figure 20D). Une augmentation significative du pourcentage de cellules en 
apoptose est observée dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant p66Shc WT. Ces 
résultats proposent que l’expression de p66Shc induit l’apoptose à post-confluence.
2.6. L’expression de p66Shc diminue la grosseur des colonies formées dans l’aear mou
Une caractéristique importante des cellules transformées est leur capacité de croître sans 
ancrage à une matrice extracellulaire (MEC). Cette caractéristique a été démontrée dans les 
cellules Tpr-Met-IEC-6 par leur capacité à croître dans l’agar mou (Bemier et a l,  2010). 
L’effet de l’expression de p66Shc dans ce contexte a donc été vérifié. Le décompte des 
colonies formées suite à une coloration au MTT (voir la section MATÉRIELS ET 
MÉTHODES pour les détails) ne démontre aucune différence dans le nombre formé par les 
cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant p66Shc WT, S/A ou S/D (Figure 21B). Par contre, la 
visualisation par microscopie à contraste de phase à différents grossissements permet 
d’observer une différence morphologique dénotée par une diminution de la taille des 
colonies formées par Tpr-Met-IEC-6 exprimant p66Shc WT et S/D (Figure 21A). En fait, 
les colonies semblent plus petites et plus compactes.
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Figure 20. L’expression de p66Shc augmente l’apoptose à post-confluence dans les 
cellules Tpr-M et-IEC-6.
L’analyse du cycle cellulaire des cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant p66Shc WT ou le 
vecteur vide (pLPCX), après 6 jours en culture, a été effectuée par cytométrie de flux, suite 
au marquage de l’ADN avec l’iodure de propidium. (A et B) L’expression de p66Shc n’a 
pas d’effet sur le cycle cellulaire. (C) Représentation de la dispersion des cellules dans le 
cycle cellulaire. Les cellules présentes dans le petit rectangle de sélection correspondent 
aux cellules potentiellement en apoptose. (D) Représentation graphique du pourcentage de 
cellules potentiellement en apoptose selon le nombre de cellules totales analysées. Voir la 
légende des valeurs significatives (*) dans la section MATÉRIELS ET MÉTHODES. 
L’expérience a été effectuée en triplicata. Les barres d’erreurs sont obtenues par le calcul 
deSD.
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Figure 21. L ’expression de p66Shc change la morphologie des colonies formées dans 
l’agar mou, sans toutefois en dim inuer le nombre.
Les cellules ont été mises en culture à l’intérieur d’une couche d’agar mou. (A) 
Visualisation des colonies formées au microscope à contraste de phase, à différents 
grossissements (5X, panneaux du haut et 10X, panneaux du bas). Une diminution de la 
grosseur des colonies et une meilleure organisation à l’intérieur de ces colonies est 
remarquée dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant p66Shc WT et p66Shc S/D. (B) 
Représentation graphique du pourcentage de colonies formées par les cellules Tpr-Met- 
IEC-6 exprimant p66Shc (WT, S/A ou S/D) selon le nombre total formé par les cellules 
Tpr-Met-IEC-6 contrôles. Aucune différence significative n’est observée ; n = 3 en 
triplicata. Les barres d’erreurs sont obtenues par le calcul de SEM.
2.7. L’expression de p66Shc augmente la capacité des cellules Tpr-Met-IEC-6 à 
survivre à l’anoïlcose
Comme l’expression de p66Shc a un certain effet sur la capacité des cellules Tpr-Met-IEC- 
6 à croître sans ancrage à la MEC, leur capacité à survivre à l’anoïkose (mort cellulaire 
programmée suite au détachement des cellules de la MEC) a également été vérifiée. 
Brièvement, les cellules ont été ensemencées sur une couche de polyHema, empêchant 
toute forme d’adhésion au pétri. La survie des cellules en suspension a été quantifiée par
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leur capacité à métaboliser le XTT (voir la section MATÉRIELS ET MÉTHODES pour les
Aucune différence n’est observée après 16 h en suspension (Figure 22A). La viabilité des
l’expression de p66Shc WT dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 augmente leur capacité à 
survivre en suspension. Aucune différence significative n’est observée suite à l’expression 
des mutants p66Shc S/A et S/D.
Figure 22. L ’expression de p66Shc augmente la capacité des cellules Tpr-M et-IEC-6 à 
survivre à l’anoïkose, après 3 jours en suspension.
Les cellules ont été mises en suspension, dans des puits préalablement recouverts de 
polyHema. Après 16 h (A) ou 72 h (B) en suspension, la viabilité a été analysée par la 
réaction de métabolisation du XTT, comparativement à des cellules adhérées. Les 
graphiques représentent le pourcentage de survie des cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant 
p66Shc (WT, S/A ou S/D) selon la viabilité en suspension des cellules Tpr-Met-IEC-6 
contrôles. Une augmentation de la viabilité en suspension est observable après 72 h, pour 
les cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant p66Shc WT ; n = 3 pour le graphique de 16 h et n = 4 
pour le graphique de 72 h. Les barres d’erreurs sont obtenues par le calcul de SEM.
détails), comparativement à la capacité du même nombre de cellules cultivées en adhésion.
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3. É tude du rôle de p66Shc dans la tumorigenèse induite par Poncoprotéine Tpr-M et 
dans les cellules épithéliales intestinales IEC-6.
Le fait que l’expression de p66Shc dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 induit l’apoptose suite 
à l’atteinte de la confluence, mais augmente leur capacité de survivre à l’ànoïkose, propose 
que p66Shc puisse jouer des rôles distincts dans la formation de tumeurs et de métastases. 
Des souris nues ont été injectées de façon sous-cutanée afin de vérifier l’effet de p66Shc 
sur la formation de tumeurs solides. Comme la dissémination des métastases au foie et aux 
poumons est la principale cause de décès des patients atteints de cancer colorectal (CCR), 
et qu’une amplification du gène met dans 10% des métastases au foie a été démontrée (Di 
Renzo et a i, 1995), des essais de métastases expérimentales ont également été effectués. 
L’injection des cellules dans la rate des souris (injections intra-spléniques) permet 
d’analyser la capacité d’établissement des métastases dans le foie.
3.1. L’expression de p66Shc diminue la capacité des cellules Tpr-Met-IEC-6 à former 
des tumeurs
Les mesures du volume tumoral ont débuté trois jours suite à l’injection, et se sont 
poursuivies tous les jours jusqu’au jour 29, où les souris ont été sacrifiées. Tout d’abord, 
toutes les injections ont mené à la formation d’une tumeur au site d’injection. 
L’augmentation du. volume des tumeurs formées suite à l’injection des cellules Tpr-Met- 
IEC-6 exprimant p66Shc est diminuée comparativement aux cellules Tpr-Met-IEC-6 
contrôles, comme démontré par les courbes de croissance (Figure 23A) et par la grosseur 
des tumeurs extraites des souris (Figure 23B). L’expression de p66Shc S/A augmente la 
croissance tumorale tandis que l’expression de p66Shc S/D la diminue considérablement. 
L’expression de p66Shc contribue donc à une diminution de la croissance tumorale, 
























Figure 23. L ’expression de p66Shc diminue la capacité tumorigénique des cellules 
Tpr-Met-IEC-6.
Les cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant p66Shc (WT, S/A ou S/D) ou le vecteur vide 
pLPCX ont été injectées de façon sous-cutanée dans les souries nues. La mesure des 
tumeurs a été effectuée à tous les jours. (A) Graphique démontrant l’évolution du volume 
tumoral selon le nombre de jours suite à l’injection. Un test statistique 2way ANOVA a 
démontré que les courbes sont significativement différentes les unes des autres 
(P < 0 ,0001). (B) Photographies des souris et des tumeurs extraites des souris ayant été 
injectées avec les cellules Tpr-Met-IEC-6 pLPCX, p66Shc WT, p66Shc S/A et p66Shc 
S/D. L’expérience n’a été effectuée qu’une seule fois mais, pour chaque type cellulaire, 
trois souris ont été injectées du côté droit et du côté gauche, pour un total de 6 injections.
3.2. L’expression de p66Shc augmente la capacité des cellules Tpr-Met-IEC-6 à former 
des métastases au foie
L’extraction du foie 18 jours après les injections intra-spléniques a permis de visualiser les 
métastases formées. Une augmentation de la quantité de métastases formées suite à 
l’injection des cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant p66Shc WT est visible dans le foie des 
souris (Figure 24), comparativement à l’injection des cellules contrôles Tpr-Met-IEC-6 
exprimant seulement le vecteur vide pLPCX. Aucune différence marquée n’a été détectée
63
pour les cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant p66Shc S/A ou S/D. En somme, l’expression de 
p66Shc augmente la capacité des cellules Tpr-Met-IEC-6 à former des métastases 
expérimentales au foie.
Tpr-Met + pLPCX Tpr-Met + p66Shc WT
Tpr-Met + p66Shc S/A Tpr-Met + p66Shc S/D
Figure 24. L’expression de p66Shc augmente la capacité des cellules Tpr-Met-IEC-6 à 
former des métastases aux poumons et au foie.
Les cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant p66Shc (WT, S/A ou S/D) ou le vecteur vide 
pLPCX, ont été injectées dans la rate afin de visualiser la formation de métastases dans le 
foie. Les organes ont été extraits et photographiés, 18 jours suite à l’injection. L’expérience 




L’initiation et la progression des cancers sont le résultat de plusieurs processus biologiques. 
Plusieurs de ces processus sont médiés par les RTK, lesquels se retrouvent souvent 
dérégulés dans les différents cancers chez l’humain. Il est donc important de connaître et de 
comprendre les voies de signalisation induites en aval des RTK afin d’identifier de 
nouvelles cibles thérapeutiques. Les protéines Shc sont grandement impliquées dans ces 
voies de signalisation. Bien que le rôle de l’isoforme p52Shc en aval des RTK soit bien 
caractérisé, celui de p66Shc reste encore mitigé. En effet, plusieurs évidences infèrent un 
rôle négatif à p66Shc dans l’activation de la voie mitogénique des MAPK, contrairement à 
p52Shc. Cependant, aucun modèle consensus n’a été proposé quant au mécanisme 
antagoniste sous-jacent à la fonction de p66Shc. En outre, bien que le rôle de p66Shc dans 
l’induction de l’apoptose en réponse aux stress oxydatifs soit de plus en plus caractérisé, 
son statut dans la progression tumorale est encore controversé. Différentes études associent 
des caractéristiques de suppresseur de tumeur à p66Shc tandis que d’autres lui assignent un 
rôle pro-tumorigénique (résumé dans la section 2.3). L’objectif du projet est de comprendre 
le rôle de p66Shc en aval d’un RTK impliqué dans l’initiation et la progression du cancer 
colorectal (CCR), le récepteur Met. Des études de structure et de fonction ont été effectuées 
et l’effet biologique de l’expression de p66Shc dans des cellules épithéliales intestinales 
transformées par l’oncoprotéine Tpr-Met (Tpr-Met-IEC-6) a été caractérisé in cellulo et in 
vivo.
1. L ’expression de p66Shc est augmentée en présence de Tpr-M et
L’expression de p66Shc peut être réprimée par la méthylation de son promoteur (Ventura et 
al., 2002), alors que le traitement avec des stimuli apoptotiques induit l’expression de 
p66Shc dans différents types cellulaires (Giovannini et al., 2008; Pacini et a i,  2004). Ces 
observations indiquent que l’expression de p66Shc est régulée à des niveaux 
transcriptionels et post-transcriptionels. Nos résultats démontrent une augmentation de 
l’expression exogène de p66Shc en présence de Tpr-Met et indépendamment de la 
phosphorylation de la Ser36 de p66Shc (Figure 10). Cette augmentation n’est pas 
dépendante de l’activation du récepteur Met puisque le niveau d’expression de p66Shc 
n’est pas influencé par une forme de l’oncoprotéine dépourvue d’activité kinasique, Tpr-
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Met KD (Figure 13). Nous proposons qu’un mécanisme indépendant de l’activation du 
RTK Met et donc de sa phosphorylation sur tyrosines augmente le niveau d’expression de 
p66Shc. Comme il a été démontré que la -stabilité de p66Shc peut être régulée par son 
ubiquitination menant à la dégradation via le protéasome (Khanday et al., 2006), le niveau 
d’ubiquitination de p66Shc en présence ou en absence de Tpr-Met devra donc également 
être vérifié dans notre modèle.
2. Interaction phosphotyrosine indépendante entre p66Shc et Tpr-Met
Il a clairement été démontré que l’isoforme p52Shc s’associe aux tyrosines phosphorylées 
des RTK, principalement via son domaine PTB (Blaikie et ai, 1994; Campbell et a i, 
1994). Ce mode d’interaction a longtemps été attribué à tous les isoformes de la famille 
Shc. Cependant, les mécanismes d ’interactions n’ont jamais été vérifiés expérimentalement 
dans le contexte de p66Shc. Comme il a seulement été démontré que p66Shc s’associe à 
l’EGFR (Migliaccio et al., 1997; Okada et al., 1997), nous sommes la première équipe à 
mettre en évidence que p66Shc s’associe à un RTK, ici le récepteur Met, selon un 
mécanisme indépendant de la phosphorylation sur tyrosines de ce dernier. En fait, nos 
résultats démontrent une association constitutive entre p66Shc et le récepteur Met. D ’une 
part, l’utilisation de mutants de la forme oncogénique du récepteur Met, Tpr-Met, démontre 
que p66Shc se lie à une forme de Tpr-Met où les deux résidus tyrosines sont substitués en 
phénylalanine (2F) ainsi qu’à une forme inactive et non-phosphorylée sur tyrosine (KD) 
(Figure 15). Nous observons également une association constitutive entre p66Shc et le 
récepteur Met endogène dans les cellules non-stimulées (Figure 13). Une interaction entre 
p66Shc et le récepteur Met endogène est présente dans le contexte d’une IP de Met suivie 
d’un 1B dirigé spécifiquement contre l’étiquette HA de p66Shc, ce qui prouve que 
l’interaction constitutive n’est pas seulement un artéfact de la surexpression de deux 
protéines. Cependant, l’IP réciproque, soit l’IP de HA suivie d ’un IB dirigé contre Met, ne 
permet pas d’observer cette interaction (résultat non montré). L ’explication possible est que 
les interactions entre p66Shc et le récepteur Met endogène sont moins abondantes puisque 
le récepteur n’est pas surexprimé, contrairement à Tpr-Met et à p66Shc.
Nos résultats démontrent que l’association de p66Shc à Met ne requiert pas la 
phosphorylation sur tyrosines de ce dernier et proposent donc une interaction indépendante
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des domaines PTB ou SH2 de p66Shc. Afin de confirmer cette dernière affirmation, des 
mutants de p66Shc ont été générés (Figure 25), dans lesquels les domaines PTB et SH2 
sont inactivés par la substitution de l’arginine, essentielle à la liaison aux pTyr, en 
méthionine (Velazquez et al., 2000). Nos résultats préliminaires indiquent que l’interaction 
entre p66Shc et Tpr-Met n’est pas abolie par ces mutations (résultats non montrés). 
L’isoforme p66Shc interagirait donc avec les RTK d’une manière tout à fait différente de 
p52Shc, soit indépendamment de ses domaines PTB ou SH2 et de l’activation des 
récepteurs. Comme le domaine CH2 supplémentaire en N-terminal de p66Shc est la 
principale différence structurelle entre les isoformes, il est possible que l’interaction 
constitutive entre p66Shc et les RTK soit dépendante de ce domaine. Toutefois, la 
phosphorylation de la Ser36 du domaine CH2 de p66Shc n’influence pas l’interaction entre 
p66Shc et Met puisque cette interaction est conservée lors de l’expression des mutants 
p66Shc S/A et S/D (Figure 12). Des études d’interaction en présence de différents mutants 
de p66Shc, principalement de la région riche en prolines du domaine CH2 (Figure 25), et 
des mutants de Tpr-Met devraient permettre de caractériser le mécanisme précis 
d’interaction constitutive avec les RTK.
En somme, nous démontrons pour la première fois que les modes d ’interactions des 
différents isoformes de la famille protéique ShcA diffèrent. Contrairement à p52Shc qui se 
lie aux RTK activés principalement via son domaine PTB, l’isoforme p66Shc est 
constitutivement associé au RTK Met, dénotant ainsi une interaction phosphotyrosine 
indépendante.
3. L ’expression de p66Shc diminue le recrutem ent de G rb2 à Met
Tout d’abord, p66Shc est phosphorylé sur tyrosines en aval de la forme oncogénique du 
récepteur Met, Tpr-Met. Cette phosphorylation permet le recrutement de Grb2 à p66Shc, 
indépendamment de la phosphorylation sur la Ser36, dénotée par la capacité de p66Shc et 
des mutants S/A et S/D à recruter Grb2 seulement qu’en présence de Tpr-Met (Figure 12). 
Dans le cas de p52Shc, il a été démontré que Grb2 se lie via son domaine SH2 aux trois 
résidus tyrosines phosphorylés de p52Shc [résumé dans (Ravichandran, 2001)]. Bien que 
nous démontrions une interaction phosphotyrosine dépendante, nous ne pouvons pas 
affirmer avec certitude qu’elle est médiée par le domaine SH2 de Grb2 et dépendante des
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trois résidus tyrosines normalement phosphorylés sur p66Shc (Y239, Y240 et Y317). La 
caractérisation de l’interaction entre Grb2 et différents mutants de p66Shc (Figure 25) est 
présentement en cours. L’utilisation de mutants de p66Shc ayant une substitution des 
tyrosines en phénylalanines (Y/F) permettra de déterminer quels résidus sont impliqués 
dans l’interaction pTyr-dépendante ; les mutants APTB ou ASH2 (substitution de l’arginine 
en méthionine [R->M]) seront utilisés afin d’évaluer l ’importance de ces deux domaines 
dans les interactions ; et finalement, les mutants P/G (substitution des prolines en glycines) 
seront utilisés afin de vérifier si l’association implique une interaction entre le domaine 
SH3 de Grb2 et les prolines du domaine CH2 de p66Shc.
Ensuite, nos résultats démontrent que la perte d’interaction entre Grb2 et Met n ’est pas 
dépendante de la phosphorylation sur la Ser36 puisque l’expression des mutants p66Shc 
S/A et S/D mène également à cette perte d’interaction, contrairement à ce qui a déjà été 
proposé (Okada et al., 1997). Étant donné la perte d’interaction entre Grb2 et Tpr-Met, il 
est particulier de remarquer l’existence des complexes p66Shc/Tpr-Met et p66Shc/Grb2. 
Comme l’interaction de Grb2 à p66Shc est dépendante de la phosphorylation sur tyrosines 
de p66Shc et que ce dernier est constitutivement lié à Met, nous proposons l’existence de 
deux fractions de p66Shc. L’une constitutivement liée à Met et non-phosphorylée sur 
tyrosines, l’autre étant phosphorylée sur tyrosines et en complexe avec Grb2. Les bandes 
correspondantes aux deux fractions de p66Shc pourraient être visualisées sur un gel SDS- 
PAGE de meilleure résolution, en comparant les IB dirigés contre les résidus pTyr et contre 
p66Shc. L’implication biologique de la présence de ces deux fractions reste toutefois à être 
déterminée, en utilisant une forme de p66Shc non-phosphorylée sur tyrosines (p66Shc 3F) 
dans les essais in cellulo et in vivo. La phosphorylation sur Ser36 de p66Shc pourrait 
effectivement être un des éléments déclencheurs de la dissociation de Grb2 à Met, mais 
nous ne pouvons confirmer cette supposition puisque cette phosphorylation est constitutive 
dans les cellules HEK293 et induite à l’atteinte de la confluence dans les cellules Tpr-Met- 
IEC-6. L’identification du stress cellulaire et de la kinase menant à la phosphorylation de 
cette sérine, par des approches pharmacologiques par exemple, permettrait de vérifier si la 
perte d’interaction est dépendante de la phosphorylation de la Ser36.
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Il est également connu que Grb2 peut se lier aux RTK soit directement ou indirectement via 
p52Shc (Egan et al., 1993). De plus, comme il a été proposé que' p66Shc et p52Shc soient 
en compétition pour le recrutement de Grb2 (Pacini et al., 2004), p52Shc a été surexprimé 
dans les cellules HEK293 avec p66Shc et Tpr-Met afin que les deux isoformes soient 
exprimés au même niveau. Une perte d ’interaction entre Grb2 et Tpr-Met est également 
observée lorsque p66Shc et p52Shc sont coexprimés et liés à Tpr-Met (résultats non 
montrés). Comme cette perte d’interaction a également été démontrée dans le contexte du 
récepteur Met membranaire (CSF-Met), nous pouvons conclure que l’expression de p66Shc 
induit une forte diminution de l’interaction, directe ou indirecte, entre Grb2 et le récepteur 



















Figure>25. Représentation des différents m utants de p66Shc générés et utilisés pour la 
caractérisation des interactions.
Les mutants de p66Shc sont tous précédés de l’étiquette HA. La substitution des tyrosines 
en phényialanines empêche leur phosphorylation, la substitution de l’arginine en 
méthionine bloque la liaison des domaines PTB et SH2 aux pTyr, et la substitution des 
prolines en glycines prévient le recrutement d’autres protéines de signalisation via leur 
domaine SH3.
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4. Modèle proposé pour le rôle antagoniste de p66Shc à p52Shc
Les résultats obtenus permettent l’établissement d’un certain modèle quant au rôle joué par 
p66Shc dans les voies de signalisation en aval des RTK. Les expérimentations ont été 
effectuées dans le contexte de l’oncoprotéine cytoplasmique Tpr-Met, mais il est possible 
de transposer ces résultats dans le contexte du récepteur Met puisque les interactions 
observées sont également présentes, dans le contexte de CSF-Met qui se retrouve à la 
membrane. De plus, Tpr-Met est constitué du domaine cytoplasmique du récepteur Met, et 
toutes les fonctions biologiques attribuées à Tactivation de ce récepteur sont également 
induites par Tpr-Met et CSF-Met (Fixman et a i, 1995; Zhu et a l, 1994b), indiquant que la 
localisation cytoplasmique de Tpr-Met ne fausse pas les résultats. La Figure 26 illustre le 
modèle que nous proposons. Tout d ’abord, p66Shc est en interaction constitutive avec le 
récepteur Met, et probablement phosphorylé sur sa sérine 36. Une fois activé, le récepteur 
Met induit la phosphorylation de p66Shc sur tyrosines. Cette phosphorylation mène au 
détachement de p66Shc du récepteur Met qui recrute alors Grb2, l’empêchant de s’associer 
à p52Shc et au RTK, et de se rapprocher de Ras afin d’activer la voie MAPK. Une forme 
non-phosphorylée sur tyrosines de p66Shc demeure associée à Met.
Le principal rôle associé au recrutement de Grb2 aux RTK est l’activation de la voie 
Ras/Raf/MEK/Erk (Lowenstein et al., 1992). De plus, tous les modèles proposés du rôle 
antagoniste de p66Shc mènent à l’inactivation de la voie MAPK, soit par la dissociation de 
Grb2/SOS des RTK, soit par la dissociation de SOS à Grb2 (Figure 7). Certains de nos 
résultats préliminaires suggèrent que la diminution de l’interaction entre Grb2 et Tpr-Met 
suite à l’expression de p66Shc pourrait inhiber l’activation de la voie MAPK (résultats non 
montrés). L’interaction entre Grb2, p52Shc et Tpr-Met, le mode d’interaction entre p66Shc 
et Tpr-Met, l’association entre Grb2 et SOS, ainsi que l’implication de la phosphorylation 
constitutive de p66Shc sur sa Ser36 sont des aspects qui devront être caractérisés afin de 
valider le modèle du rôle négatif de p66Shc en aval des RTK.
Comme présenté précédemment, la protéine d’échafaudage Gabl est un des substrats 
principaux en aval du récepteur Met. Son interaction directe avec ce récepteur est 
essentielle à la prolifération cellulaire ainsi qu’à la transformation oncogénique (Mood et 
al., 2006). Par contre, Gabl peut également se lier indirectement aux RTK via Grb2 et
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participer entre autre à l’activation de la voie Akt et à l’activation soutenue de la voie 
MAPK. Comme nous.démontrons que p66Shc a le potentiel de diminuer l’interaction entre 
Grb2 et les RTK, il serait d ’intérêt de vérifier si p66Shc affecte le recrutement de Gabl au 
récepteur Met, ainsi que le niveau de phosphorylation de Gabl, aspect essentiel dans 




Figure 26. Modèle proposé du rôle antagoniste de p66Shc à p52Shc dans les voies de 
signalisation en aval des RTK.
Le modèle est illustré dans le contexte des RTK en général. (A) En absence de p66Shc et 
suite à l’activation des RTK, l’isoforme p52Shc phosphorylé sur tyrosines recrute Grb2 qui 
à son tour active la voie MAPK via son interaction avec SOS. La protéine Grb2 peut 
également s’associer directement au RTK et activer la voie MAPK. (B) L’isoforme p66Shc 
existe en deux fractions, l’une étant constitutivement liée aux RTK même inactifs, et l’autre 
étant phosphorylée sur tyrosines. Cette dernière recrute, Grb2, empêchant son interaction 
directe ou indirecte via p52Shc aux RTK, inhibant ainsi l’activation de la voie MAPK.
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5. La phosphorylation de la Ser36 de p66Shc est essentielle à son rôle anti- 
tumorigénique
Nous avons remarqué que la phosphorylation de la Ser36 de p66Shc dans les cellules Tpr- 
Met-IEC-6 exprimant p66Shc WT apparaît seulement trois jours après l’ensemencement et 
augmente au cours du temps (Figure 18). L’apparition de cette phosphorylation correspond 
à l’atteinte de la confluence des cellules, à la diminution de la croissance cellulaire (Figure 
17) et à l’induction de l’apoptose (Figure 20). Bien qu’il soit maintenant accepté que la 
phosphorylation de la Ser36 de p66Shc est essentielle à l’induction de l’apoptose 
(Migliaccio et al., 1999), et que l’expression de p66Shc diminue la prolifération et la 
migration cellulaire en aval des RTK (Xi et al., 2008), plusieurs controverses sont encore 
présentes dans la littérature. En fait, il a été démontré dans les lignées cellulaires de cancer 
de la prostate, que l’expression de p66Shc mène à une augmentation de la prolifération 
(Veeramani et a i,  2005). De plus, l ’expression de p66Shc induit l’angiogenèse, processus 
impliquant notamment la prolifération et la migration des cellules endothéliales en contexte 
hypoxique (Oshikawa et al., 2011). Cependant, l’implication de la phosphorylation de la 
Ser36 n’a pas été démontrée dans les cellules de cancer de la prostate (Veeramani et al., 
2005), et même que l’induction de l’angiogenèse fait intervenir une forme non- 
phosphorylée de p66Shc (Oshikawa et a i, 2011). Cette dernière observation concorde avec 
notre proposition qu’il existe deux fractions de p66Shc, l’une phosphorylée sur tyrosines et 
sur Ser36, et l’autre non-phosphorylée. Les niveaux et les types de phosphorylation de 
p66Shc pourraient également dépendre du contexte cellulaire.
Cette récente étude effectuée sur des cellules endothéliales dans un contexte hypoxique 
(Oshikawa et al., 2011), ainsi que notre analyse de la croissance cellulaire et tumorale des 
cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant ou non p66Shc (Figure 17 et Figure 23), amènent une 
nouvelle compréhension du rôle de p66Shc ainsi que de sa phosphorylation sur Ser36 dans 
la carcinogenèse. En fait, il est proposé que l’implication de p66Shc est dépendante du 
niveau de ROS intracellulaire, qui peut également être associé au niveau de 
phosphorylation sur Ser36. Tout d’abord, il est important de mentionner que les conditions 
hypoxiques utilisées (2% O2) correspondent aux conditions retrouvées dans le 
microenvironnement tumoral (Naldini et al., 2010). Dans ces conditions, p66Shc n ’est pas
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phosphorylé sur sa Ser36 et son interaction avec Racl, une composante du complexe 
enzymatique membranaire NADPH oxydase (nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate-oxidasè), induit une formation de ROS. Ce faible niveau de ROS intracellulaire 
induit la migration et l’angiogenèse, favorisant ainsi la croissance tumorale. Nos résultats 
obtenus suite à l’injection sous-cutanée des cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant p66Shc WT, 
S/A ou S/D concordent avec cette théorie. En effet, les cellules exprimant p66Shc S/A, la 
forme non-phosphorylée, ont mené à la formation de plus grosses tumeurs, 
comparativement aux cellules exprimant p66Shc WT et encore plus aux cellules exprimant 
p66Shc S/D. Conformément à ces résultats, il a précédemment été démontré que 
l’interaction entre Shc et le récepteur Met est essentielle à l’angiogenèse (Saucier et a l,  
2004). Ces études ont été effectuées avec une forme variante de Tpr-Met, recrutant 
spécifiquement Shc (Tpr-Met Shc-1) et nos résultats préliminaires valident que ce variant 
interagit également avec p66Shc (résultats non montrés). L’induction de l’angiogenèse en 
aval du récepteur Met pourrait donc être médiée par l’isoforme p66Shc non-phosphorylé 
sur Ser36 et constitutivement lié au récepteur, expliquant ainsi sa plus grande capacité 
tumorigénique.
Par contre, une diminution de la croissance cellulaire et tumorale est tout de même 
observée lors de l’expression de p66Shc WT dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 (Figure 17 et 
Figure 23). Il existe donc une deuxième fraction de p66Shc, phosphorylée sur Ser36. 
L’enzyme responsable de cette phosphorylation n’est pas encore identifiée mais il est 
suggéré que différentes MAPK ou d ’autres kinases comme la PKCp peuvent induire cette 
phosphorylation (section 2.2 de l’introduction). Notre hypothèse est qu’une 
sérine/thréonine kinase est activée à l’atteinte de la confluence, et induit la phosphorylation 
de p66Shc sur Ser36 qui peut ainsi participer à la génération de ROS à l’intérieur de la 
mitochondrie induisant alors l’apoptose (Orsini et al., 2004). Étant donné que le mutant 
p66Shc S/A ne peut pas être phosphorylé sur Ser36, il est normal d’observer une 
augmentation de la croissance cellulaire au jour 7 (Figure 17). Pour ce qui est du mutant 
p66Shc S/D, nous devrions observer une forte diminution de la croissance cellulaire. Une 
augmentation est cependant présente à partir du jour 6, ce qui suppose, que ce mutant 
n’induit pas tous les processus normalement attribués à la phosphorylation de la Ser36. Les 
charges négatives amenées par l’aspartate (D) (Hoeffler et a i,  1994) ne seraient donc pas
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suffisantes à l’induction de tous les processus engendrés par la phosphorylation sur sérine. 
Bien entendu, il serait important de caractériser l’effet de ces mutants sur l’apoptose ainsi 
que de valider que la population sous-diploïde caractérisée par cytométrie de flux 
correspond bien à une population apoptotique. A cet égard, des essais d ’activation des 
caspases sont prévus.
Une autre caractéristique importante des cellules cancéreuses est leur capacité à croître sans 
ancrage à une matrice extracellulaire (MEC). Bien qu’aucune différence dans le nombre de 
colonies formées dans l’agar mou ne soit observée, un changement de morphologie des 
colonies issues des cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant p66Shc WT ou S/D est présent 
(Figure 21). Plusieurs aspects doivent être pris en considération dans cet essai. Tout 
d’abord, la diminution de la grosseur des colonies formées par Tpr-Met-IEC-6 exprimant 
p66Shc WT ou S/D peut être associée à l’apoptose induite par p66Shc phosphorylé sur 
Ser36. Un fort niveau d’apoptose à l’intérieur des colonies pourrait freiner leur 
grossissement et mener ainsi à la formation de colonies plus petites et compactes. Les 
colonies formées par les cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant p66Shc S/A semblent beaucoup 
plus grosses et sont entourées de plusieurs cellules seules. Ce phénotype pourrait 
possiblement refléter un potentiel migratoire, comme démontré dans le contexte des 
cellules endothéliales en hypoxie, où l’expression de p66Shc induit la migration cellulaire 
suite à la stimulation par le VEGF (Oshikawa et al., 2011). Des essais de migration en 
chambre modifiée de Boyden sont présentement en cours pour vérifier cette hypothèse.
6. Le rôle pro-métastatique de p66Shc
L’anoïkose est un processus de mort cellulaire programmée qui survient suite au 
détachement des cellules de la matrice extraceljulaire (MEC) (Vachon, 2011). Il s’agit d ’un 
processus apoptotique caspase-dépendant qui implique tout d’abord l’activation de la 
caspase initiatrice, la caspase-8. Différents signaux de mort cellulaire sont acheminés 
jusqu’à la mitochondrie. Il y a alors activation de la protéine APAF-1 (Apoptotic Peptidase 
Activating Factor 1), suite au relâchement du cytochrome C de la mitochondrie, et le 
clivage de la pro-caspase 9 qui mène à l’activation des caspases effectrices et ainsi à 
l’apoptose (Figure 8). In vivo, la survie dans ces conditions est essentielle au parcours des 
cellules cancéreuses dans la circulation sanguine permettant la formation des métastases
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(Hanahan et Weinberg, 2011). Nos résultats démontrent que l’expression de p66Shc 
augmente la capacité des cellules Tpr-Met-IEC-6 à survivre en suspension, ainsi que leur 
capacité à former des métastases expérimentales dans le foie (Figure 22 et Figure 24). En 
fait, la viabilité des cellules exprimant p66Shc WT après 72h en suspension est 
significativement augmentée par rapport aux cellules Tpr-Met-IEC-6 contrôles (Figure 22), 
et une augmentation de la formation de métastases au foie suite à l’injection intra-splénique 
des cellules est également observée (Figure 24). Comme aucune différence n’est 
remarquée lors de l’expression de p66Shc S/A et S/D, ceci suggère que le rôle pro- 
métastatique de p66Shc n’est pas dépendant de la phosphorylation sur la Ser36.
Afin de vérifier la capacité des cellules Tpr-Met-IEC-6 à survivre et à croître sans ancrage à 
la MEC, deux essais ont été effectués. Tout d ’abord, bien qu’aucune différence ne soit 
observée dans le nombre de colonies formées en agar mou, leur morphologie est différente 
(Figure 21). Les cellules ont donc également été ensemencées sur une couche de 
polyHema, qui empêche toute adhésion cellulaire, afin de pouvoir quantifier la survie 
cellulaire par une méthode colorimétrique. L’essai est basé sur la capacité des cellules 
métaboliquement actives à transformer le XTT (sel de tétrazolium) en formazan, un 
composé orange soluble, par l’action d’enzymes mitochondriales. Une augmentation du 
taux de survie des cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant p66Shc WT est observée (Figure 22). 
Cependant, comme il est bien connu que p66Shc joue un rôle important dans la 
mitochondrie, le nombre de cellules vivantes en suspension devra être validé par une 
coloration telle qu’avec le Trypan bleu. Des essais d’activation de la caspase-8 devraient 
également être considérés afin de s’assurer que l’anoïkose est bien en cause.
Contrairement aux résultats obtenus dans notre modèle, une équipe de recherche a 
démontré que p66Shc joue un rôle plutôt anti-métastatique dans le contexte de cellules de 
cancer du poumon (Ma et al., 2010; Ma et al., 2007). Les résultats in cellulo ont démontré 
que l’expression de p66Shc dans des cellules hautement métastatiques mène à une 
diminution de l’activation de Ras, ce qui induit l’activation de RhoA et ainsi, l’anoïkose par 
la désorganisation du cytosquelette d’actine. De plus, les résultats in vivo ont validé que 
l’expression de p66Shc, dans ces cellules n’exprimant normalement pas cet isoforme, 
inhibe totalement la formation de métastases dans les poumons, suite à l’injection des
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cellules dans la veine de la queue des souris (Ma et a l,  2010). Cette même équipe a 
également observé que le mutant de p66Shc mimant la phosphorylation sur Ser36 est 
incapable d’induire l’anoïkose, démontrant que le rôle de p66Shc dans ce processus est 
inhibé par la phosphorylation de la Ser36, contrairement à ce qui est démontré dans le rôle 
apoptotique de p66Shc dans la mitochondrie. Ceci suggère encore une fois que deux 
fractions de p66Shc existent dans la cellule, induisant des processus différents selon son 
état de phosphorylation sur sérine.
De plus, il a été démontré què p66Shc se localise aux points focaux d’adhésion (Ma et al., 
2007). Il serait également important d’en vérifier l’état dans les cellules IEC-6 transformées 
par l’oncoprotéine Tpr-Met exprimant p66Shc WT et les mutants. Comme ces cellules sont 
hautement transformées et qu’il y a un fort réarrangement du cytosquelette 
comparativement aux cellules IEC-6 normales (Bemier et al., 2010), il se peut que la 
localisation de p66Shc en soit également affectée. Le niveau d ’activation de la protéine Ras 
devrait aussi être vérifié dans notre modèle puisqu’il est proposé que le rôle anti- 
métastatique de p66Shc fait intervenir une diminution de l’activation de Ras (Ma et a l,  
2010). De plus, comme démontré dans le contexte des cellules de cancer de la prostate, 
p66Shc peut également activer Racl (Naldini et a l ,  2010). Les GTPases sont impliquées à 
différents stades de la progression des cancers et Racl a également la capacité d’inhiber 
l’activation de RhoA (Parri et Chiarugi, 2010). Nous proposons donc que dans le contexte 
des cellules Tpr-Met-IEC-6 adhérées, une forme non-phosphorylée sur Ser36 de p66Shc 
active Racl, qui participe à la génération de ROS, et mène ainsi à la migration cellulaire. A 
l’atteinte de la confluence, p66Shc est phosphorylé sur Ser36 et induit l’apoptose. 
Cependant, dans le contexte des cellules Tpr-Met-IEC-6 en suspension, la forme non- 
phosphorylée sur Ser36 de p66Shc pourrait encore activer Racl et mener à l’inhibition de 
l’activité de RhoA, empêchant ainsi l’anoïkose et permettant l’établissement de tumeurs 
dans les organes cibles.
Quoi qu’il en soit, nos résultats démontrent que l’expression de p66Shc en aval du 
récepteur Met induit la résistance à l’anoikose et l’augmentation de la formation de 
métastases au foie, organe cible du CCR. Nos résultats concordent avec l’étude de Jackson 
et collaborateurs en 2000, qui ont observé que le niveau d’expression de p66Shc est
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augmenté dans les lignées cellulaires de cancer du sein ayant un haut potentiel 
métastatique, comparativement aux cellules cancéreuses non-métastatiques. Il serait 
intéressant de valider ces résultats dans un modèle de diminution de l’expression de p66Shc 




Nos études ont permis de mettre en lumière la dualité fonctionnelle de p66Shc observée 
dans la progression du cancer, et de lui attribuer des caractéristiques tout à fait différentes 
de Pisoforme p52Shc. Tout d’abord, nous sommes la première équipe à démontrer que 
p66Shc s’associe constitutivement aux RTK non-activés, dans le modèle du récepteur Met. 
Ce mode d’interaction est complètement différent de ce qui est caractérisé pour Pisoforme 
p52Shc, où l’interaction avec les RTK est dépendante de leur phosphorylation sur tyrosines 
et médiée par le domaine PTB de p52Shc (van der Geer et Pawson, 1995). De plus, 
l’expression de p66Shc diminue fortement l’interaction entre les RTK et la protéine 
adaptatrice Grb2, impliquée dans l’activation de la voie mitogénique des MAPK. Cette 
observation reflète le rôle antagoniste à p52Shc joué par p66Shc, proposé dans différents 
modèles en aval des RTK. Nous remarquons également que l’expression de Tpr-Met, la 
forme oncogénique du récepteur Met, induit une augmentation de l’expression de p66Shc 
(Figure 10). Il a été démontré que le niveau d’expression de p66Shc est régulé par la 
méthylation de son promoteur (Ventura et a l, 2002) ainsi que par des stress oxydatifs 
(Giovannini et al., 2008; Pacini et al., 2004), mais il s’agit encore ici de la première 
évidence où l’activation d ’un RTK augmente l’expression de p66Shc. L’ensemble des 
résultats obtenus lors de nos études de structure et de fonction démontrent que les 
isoformes p52Shc et p66Shc empruntent des mécanismes d ’interactions distincts en aval 
des RTK. Ces mécanismes seront déterminés par l’utilisation de différents mutants de 
p66Shc, de Grb2 et de Tpr-Met afin d’identifier les différents domaines impliqués.
Nos études effectuées in cellulo et in vivo ont permis d’enfin cibler la dualité fonctionnelle 
de p66Shc observée dans la progression du cancer. Tout d’abord, l’expression de p66Shc 
dans des cellules épithéliales intestinales transformées par l’oncoprotéine Tpr-Met (Tpr- 
Met-lEC-6) (Bemier et a l, 2010) diminue la croissance cellulaire (Figure 17), induit 
l’apoptose à l’atteinte de la confluence (Figure 20), et diminue la croissance tumorale in 
vivo (Figure 23). Ce rôle de suppresseur de tumeur de p66Shc est dépendant de sa 
phosphorylation sur la sérine 36 (Ser36) contenue dans son domaine unique situé en N- 
terminal, et correspond à son rôle pro-apoptotique précédemment démontré (Rajendran et 
al., 2010). En effet, la phosphorylation de la Ser36 débute à l’atteinte de la confluence et
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augmente au cours du temps (Figure 18), ce qui implique qu’un stimulus, autre que 
l’activation des RTK, est responsable de la phosphorylation sur sérine de p66Shc.
En revanche, nos études ont également permis d’inférer pour la première fois in cellulo et 
in vivo un rôle pro-métastatique à l’isoforme p66Shc. En fait, l’expression de p66Shc dans 
les cellules Tpr-Met-IEC-6 augmente leur survie en suspension (Figure 22), donc leur 
résistance à l’anoïkose, ainsi que la formation de métastases expérimentales dans le foie 
(Figure 24). Dans ce contexte, les fonctions associées à p66Shc ne sont pas dépendantes de 
sa phosphorylation sur la Ser36. Une étude effectuée dans les cellules métastatiques de 
cancer du poumon propose un rôle plutôt anti-métastatique à p66Shc (Ma et al., 2010; Ma 
et al., 2007). Cette disparité dans l’implication de p66Shc propose donc que le rôle de cet 
isoforme dépend du contexte cellulaire, ainsi que de l’environnement dans lequel la cellule 
se retrouve, soit en adhésion ou en suspension. Il est donc évident que p66Shc peut jouer 
différents rôles dans la progression du cancer, selon le stade de la maladie.
Plusieurs évidences que nous démontrons suggèrent que p66Shc joue des rôles totalement 
opposés dépendamment de son niveau de phosphorylation sur Ser36. Les courbes de 
croissance cellulaire démontrent qu’en adhésion, p66Shc diminue la croissance à l’atteinte 
de la confluence en induisant l’apoptose, dépendamment de sa phosphorylation sur la 
Ser36. Cependant, quelques jours passés la confluence (jour 7), la forme non-phosphorylée 
sur Ser36 de p66Shc (p66Shc S/A) tend à augmenter son taux de croissance (Figure 17). 
De plus, l’expression de p66Shc S/A induit la formation de colonies moins compactes en 
agar mou (Figure 21) et augmente significativement la formation de tumeurs in vivo 
(Figure 23). Ces résultats démontrent que, non seulement la phosphorylation sur Ser36 de 
p66Shc est essentielle à son rôle anti-tumorigénique, mais qu’en plus, une forme non- 
phosphorylée sur Ser36 joue un rôle de dominant négatif. Ces deux états de 
phosphorylation de p66Shc sont donc impliqués à différents moments dans la progression 
des cancers et une balance entre les deux semble essentielle.
En conclusion, l’expression de p66Shc est associée à un rôle pro-métastatique ou anti- 
tumorigénique, dépendamment du stade et de la gravité de la maladie, ainsi que de son 
niveau de phosphorylation. Donc, en plus de jouer un rôle antagoniste à l’isoforme p52Shc, 
l’expression de p66Shc induit des processus distincts selon le contexte cellulaire,
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démontrant bien la dualité fonctionnelle de cet isoforme. Afin de bien cibler les différentes 
fonctions de p66Shc dans la progression du cancer, il implique de comprendre les 
processus menant à sa phosphorylation sur la Ser36 ainsi que les mécanismes particuliers 
lui étant associé. Notre étude présente une avancée particulière dans cette optique, en 
démontrant l’interaction constitutive entre p66Shc et les RTK, et les rôles lui étant associés 
lorsque les cellules cancéreuses sont en adhésion ou en suspension, dénotant 
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